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1 Zusammenfassung 
Mit der Einführung der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) 1995 wandelte 
sich die HIV-Infektion in den Industrieländern von einer akut lebensbedrohlichen zu 
einer chronisch verlaufenden und scheinbar gut kontrollierbaren Erkrankung. Das 
Virus wird allerdings nie vollständig aus dem Körper der Patienten eliminiert, sodass 
die Betroffenen zeitlebens Medikamente einnehmen müssen. Die Langzeit-
Medikation wird häufig von schweren Nebenwirkungen begleitet, führt zur Selektion 
resistenter Viren und muss deshalb häufig umgestellt werden. Gentherapeutische 
Verfahren, die die CD4-positiven Zielzellen durch die Expression antiviraler Gene 
effektiv vor der Infektion durch HIV schützen („intrazelluläre Immunisierung“), stellen 
viel versprechende Therapiealternativen dar. 
Der in der Arbeitsgruppe VON LAER entwickelte retrovirale Vektor M87o (EGELHOFER 
et al. 2004, EGELHOFER 2004) exprimiert das 46 Aminosäuren lange membran-
verankerte Peptid C46, das in der Lage ist, die gp41-vermittelte Fusion von Virus- 
und Zellmembran zu inhibieren. In Zelllinien und primären Lymphozyten konnte 
gezeigt werden, dass M87o die Infektion durch unterschiedliche HIV-Isolate sehr 
effektiv verhindert. 
Im Rahmen vorklinischer Untersuchungen konnte in vitro gezeigt werden, dass die 
retrovirale Transduktion mit M87o das Transformationsrisiko und damit das Risiko 
der Entstehung von Neoplasien nicht steigert. An primären peripheren T-Zellen 
konnte zeigt werden, dass M87o die Zielzellen weder phänotypische noch 
funktionelle verändert. 
Für die Untersuchung der retroviralen Gentherapie im Rhesusaffenmodell wurde 
zunächst ein Gentransferprotokoll für periphere Affenlymphozyten entwickelt, mit 
dem in Vorversuchen Gentransferraten von ca. 50% erreicht werden konnten. Das 
Transduktionsprotokoll wurde anschließend im Rahmen einer präklinischen Studie 
zur Toxizität und Immunogenität der M87o-Gentherapie, bei der Herstellung zweier 
Studientransplantate angewandt. Beide Zellpräparate wurden den Versuchstieren 
transplantiert. Während des Eingriffs traten keine akuttoxischen Reaktionen auf. 
M87o
+-Zellen konnten bis 140 Tage nach der Transplantation mittels PCR 
nachgewiesen werden. Immunologische Untersuchungen (Cytokinfärbung, 
Proliferationsassay, ELISPOT) ergaben keine Hinweise auf zelluläre oder humorale 
Immunreaktionen. M87o-spezifische Antikörper waren im Serum der Versuchstiere 
nicht nachweisbar. 
Für die Durchführung einer klinischen Studie zur Toxizität und Wirksamkeit (Phase 
I/II) an HIV-infizierten Probanden wurde ein Protokoll zur Produktion M87o-
modifizierter T-Zellen (mindestens 5 ⋅ 10
8 M87o
+ CD4-T-Zellen pro Spender) 
entwickelt. In die klinische Prüfung wurden Patienten aufgenommen, die nach 
multiplem Therapieversagen durch das Auftreten multiresistenter HIV eine CD4-
Zellzahl von 50 bis 200 µl
-1 Blut, sowie eine Viruslast von >5.000 Kopien ml
-1 Blut 
aufwiesen. Im Versuchsmaßstab konnte ein Transduktionsprotokoll erarbeitet  Einleitung 
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werden, mit dem im Mittel 46% der CD4
+ T-Zellen mit M87o transduziert werden 
konnten. Innerhalb von 10 Tagen expandierte die Zellzahl im Mittel um den Faktor 
153, wobei die HIV-Replikation vollständig inhibiert wurde. Das Protokoll wurde 
erfolgreich vom Versuchsmaßstab in den klinisch relevanten Produktionsmaßstab 
übersetzt. In drei Versuchsläufen wurde im Mittel eine Transduktionsrate von 29% 
erreicht und die Zellzahl um den Faktor 44 vermehrt. Der Anteil an CD3
+/CD4
+ Zellen 
an der Gesamtpopulation lag im Mittel bei 91%. Insgesamt konnten mit dem 




+ Zellen, bei 
gleichzeitig vollständiger Inhibition der HIV-Replikation, generiert werden. 
Im Rahmen einer klinischen Studie zur Toxizität und Wirksamkeit der M87o-
Gentherapie wurden 10 Studientransplantate gemäß dem im Rahmen dieser Arbeit 
entwickelten Protokoll hergestellt. Alle Transplantate wurden am Universitäts-
Krankenhaus Eppendorf in Hamburg transfundiert und von den Patienten sehr gut 
vertragen.  Einleitung 
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2 Einleitung 
In den westlichen Industrieländern konnte der Verlauf der HIV-Infektion durch 
Einführung der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART, highly active 
antiretroviral therapy) drastisch verlangsamt werden. Doch auch unter HAART kann 
die HIV-Vermehrung nicht vollständig unterbunden werden. Aufgrund der hohen 
viralen Mutationsrate treten früher oder später resistente Virusvarianten auf, die 
einen Wechsel der Medikamente erfordern. Die unumgängliche Langzeitmedikation 
führt dazu, das Nebenwirkungen häufig auftreten und ernste Probleme darstellen 
(D’SOUZA et al., 2000; RICHMAN, 2001). 
Neue therapeutische Ansätze (LETVIN und WALKER, 2003; MOORE und STEVENSON, 
2000) sind notwendig um weiterhin erfolgreiche Behandlungen zu ermöglichen. Mit 
Hilfe gentherapeutischer Verfahren können die CD4-positiven T-Zellen (Zielzellen) 
gegen die HIV-Infektion immunisiert werden („intrazelluläre Immunisierung“). 
Vektoren, die von Retroviren abgeleitet sind, stellen hervorragende Werkzeuge für 
den Transfer fremder Gene dar. Klinische Studien haben deren grundsätzliche 
Eignung bereits demonstriert (BUNNELL et al., 1995, BONINI et al., 1997, BUNNELL et 
al., 1997; WALKER et al., 2000; MITSUYASU et al., 2000; FISCHER et al. 2001, DEERKS 
et al., 2002). 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Durchführung präklinischer 
Untersuchungen zur Unbedenklichkeit eines neuen gentherapeutischen Verfahrens 
und der Entwicklung eines Gentransferprotokolls für die Testung dieses 
Therapieansatzes im Rahmen klinischer Studien zur Toxizität und Wirksamkeit 
(Phase I/II). 
2.1  HIV und das „Erworbene Immunmangelsyndrom“ AIDS  
Im Jahre 1981 trat in San Franzisko und New York eine bis dahin unbekannte 
Häufung atypischer Lungenentzündungen und seltener Hauttumoren auf. Die neue 
Erkrankung wurde als das „Erworbene Immunmangelsyndrom“ (Acquired 
Immunodeficiency Syndrome: AIDS; „Morbidity and Mortality Weekly Report“  der 
,,Centers for Disease Control“, CDC in Atlanta, Georgia, Juni 1981) bezeichnet. Es 
ist definiert durch eine erworbene, zelluläre Immunschwäche, deren Grundlage ein 
Verlust an CD4-positiven T-Lymphozyten ist. Symptomatisch wird diese 
Lymphopenie von Infektionen mit opportunistischen Mikroorganismen (z.B. Candida 
albicans, Toxoplasma gondii, Pneumocystis carinii, Cryptococcus spec., Asperillus 
spec.) und dem sehr seltenen Kaposi-Sarkom begleitet (BARRÉ-SIMOUSSI, 2003). 
Aufgrund der Übertragung durch Körperflüssigkeiten, vornehmlich Blut, wurde 
schnell ein infektiöses Agens als Krankheitsursache vermutet. LUC  MONTANGIER 
publizierte 1983 unter der Bezeichnung LAV-1 (Lymphadenopathie-Virus 1) ein 
Retrovirus, das er aus Lymphozytenkulturen von Lymphadenopathiesyndrom-
Patienten isoliert hatte, als möglichen AIDS-Erreger (BARRÉ-SIMOUSSI et al., 1983).  Einleitung 
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ROBERT  GALLO  beschrieb 1984, unter der Bezeichnung HTLV III (Human T 
lymphotropic Virus Type III), ein aus Lymphozyten von AIDS-Patienten isoliertes 
Retrovirus als möglichen Erreger (POPOVIC  et al., 1984). Bald stellte sich heraus, 
dass es sich um dasselbe Virus handelte, das seit 1985 unter der Bezeichnung HIV-
1 (Human Immunodeficiency Virus 1) bekannt ist (FAUCI, 2003). 
2.2  HIV-1: Aufbau und Replikationszyklus 
HIV-1 (s. Abb. 1) gehört zur Familie der Retrovididae und zur Unterfamilie 
Lentivirinae. Das virale Genom besteht aus zwei einzelsträngigen RNA-Molekülen in 
Plus-Orientierung. An der so genannten Primerbindungsstelle (primer binding site) ist 
je ein Molekül t-RNA
Lys3 angelagert, das als Primer für die reverse Transkription 
dient. Darüber hinaus sind die Enzyme Reverse Transkriptase (p66), Integrase (p31) 
und Protease (p11) mit der genomischen RNA assoziiert. Die Nucleocapsidproteine 

















Abb. 1: Schematische Darstellung eines HIV-Virions. In die Hüllmembran sind die Hüllproteine als 
Heterotrimere eingelagert. Die zwei einzelsträngigen RNA-Genome sind im Nucleocapsid 
eingeschlossen. 
Die Capsidproteine (p24) bilden um den Nucleoproteinkomplex eine konische 
Struktur, das Viruscapsid oder Core. Die Matrixproteine (p17) bilden eine netzartige 
Proteinschicht und gehen mit ihren Myristinsäureresten eine Verbindung mit der 
äußeren Hüllmembran ein. Die Hüllmembran, die sich von der Cytoplasmamembran 
der Wirtszelle ableitet, umgibt das Viruspartikel. In diese sind die als Heterotrimere 
vorliegenden Hüllproteine (Glykoproteine, gp) eingebettet. Das 
Transmembranprotein gp41 ist über einen Bereich von circa 20 hydrophoben 
Aminosäuren in der Virusmembran verankert. Das Oberflächenprotein gp120 ist  Einleitung 
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nichtkovalent mit dem Transmembranprotein gp41 verbunden. Beide Glykoproteine 
werden durch Spaltung des Vorläuferproteins gp160 von zellulären Furinproteasen 
gebildet (HUNTER, http://hiv-web.lanl.gov/HTML/reviews/gp41.html). Die infektiösen 
Viruspartikel haben einen Durchmesser von 100 nm. 
Die Virusreplikation (Abb. 2) wird durch die Bindung der gp120 
Hüllproteinuntereinheit an den CD4-Rezeptor der Zielzelle eingeleitet. Nachfolgende 
Umlagerungen in der gp120-Untereinheit legen die Bindungsstelle für das Co-
Rezeptorprotein frei, einem Molekül der β-Chemokin-Rezeptorfamilie CXCR4 oder 
CCR5 (DIMITROV et al., 1998; BERGER et al., 1998). Nach der Co-Rezeptorbindung 
wird durch erneute Umlagerungen innerhalb des gesamten Hüllproteinkomplexes 
das hydrophobe, N-terminale Ende der gp41-Untereinheit in die Zellmembran 
inseriert und die Membranen fusionieren (DIMITROV, 2000). 
 

















Abb. 2: Replikationszyklus des humanen Immundefizienzvirus (HIV-1). Der Replikationszyklus von 
HIV beginnt mit der Bindung des Virions an die Rezeptoren CD4 und CXCR4 bzw. CCR5 (A). Virus- 
und Zellmembran verschmelzen miteinander (B) und das Capsid wird in das Cytoplasma entlassen 
(„uncoating“). Noch im Cytoplasma wird das einzelsträngige RNA-Genom in doppelsträngige DNA 
revers transkribiert (C) und dann in den Nucleus transportiert (D). Hier findet die Integration (E) des 
viralen Genoms in das Zellgenom statt. Die DNA-abhängige RNA-Polymerase (Pol II) nutzt die 
integrierte Virus-DNA (Provirus) als Template für die Transkription von mRNAs (F), die im Cytoplasma 
in virale Proteine übersetzt werden (G). An der Zellmembran werden die Nachkommenviren 
zusammengebaut und verlassen die Zelle („budding“, H). Innerhalb der abgeschnürten Partikel findet 
schließlich ein Reifungsprozess statt, bei dem die Protease virale Proteine spaltet (I).  Einleitung 
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Als Folge der Membranfusion wird das virale Capsid in das Cytoplasma entlassen. 
Die Reverse Transkriptase retrotranskribiert die Virus-RNA in komplementäre 
einzelsträngige DNA, und baut im Laufe dieses Prozesses die RNA-Matrize durch 
ihre RNase-H-Aktivität ab. Das Enzym besitzt keine Korrekturfunktion und fügt daher 
mit einer Wahrscheinlichkeit von 10
-3 bis 10
-4 falsche Basen in den 
neusynthetisierten Strang ein. Der gebildete DNA-Strang wird komplementär zu 
einem Doppelstrang ergänzt und gelangt mit Hilfe zellulärer Proteine der 
Karyopherin-α-Familie in den Nucleus (GALLEY et al., 1996). 
Das virale Enzym Integrase katalysiert die Integration des Virusgenoms in die DNA 
der Wirtszelle. Hierfür schneidet sie die DNA der Wirtszelle, so dass überhängende 
5’-Enden entstehen (BROWN et al., 1999). Am viralen DNA-Genom werden von den 
3’-Enden der beiden Stränge jeweils zwei Nucleotide entfernt und so ebenfalls 
überhängende 5’-Enden erzeugt. Die 5’-Enden der Zell-DNA werden mit den 3’-
Enden des Virusgenoms verbunden und die beiden 5’-überhängenden viralen 
Nucleotide entfernt. Zelluläre Reparaturenzyme füllen die Lücken auf und schließen 
diese. Damit ist das Provirus (Abb. 3) stabil in das Wirtsgenom integriert. 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Organisation des proviralen Genoms von HIV-1. (Orientierung 
von 5’ nach 3’) 
Die Promotor-Sequenzen in der 5’-LTR steuern die Transkription der viralen Gene. 
Durch Bindung verschiedener zellulärer Transkriptionsfaktoren, wie z. B. NFκB, wird 
die Bindung der RNA-Polymerase II ermöglicht. Die erste mRNA, die den Zellkern 
verlässt, ist mehrfach gespleißt und codiert für das Tat-Protein („transactivator of 
transcription“). Dieses bindet an die TAR-Sequenz (transactivation response 
element) in den LTR und erhöht die Transkription mehr als hundertfach, indem es die 
Transkripte stabilisiert und deren Elongation ermöglicht. In dieser frühen Phase findet 
man im Cytoplasma die mehrfach gespleißten mRNA-Moleküle, die für Tat, Rev und 
Nef codieren sowie einfach gespleißte mRNAs, die für Env, Vif, Vpu und Vpr 
codieren. Das Rev-Protein („regulator of expression of virion proteins“) ist 
verantwortlich für den Übergang von der frühen in die späte Replikationsphase. Es 
wandert in den Nucleus und bindet an die RRE-Sequenz („rev response element“) 
einfach- und ungespleißter mRNAs und ermöglicht deren Export ins Cytoplasma. 
Hier werden diese entweder translatiert oder als Virusgenome verpackt. 
Dem Nef-Protein („negative factor“) werden unterschiedliche Funktionen 
zugeschrieben. So verhindert es durch Internalisierung des CD4-Rezeptors die 
Überinfektion mit weiteren HIV (AIKEN et al., 1994; GRZESIEK et al., 1996) wodurch  Einleitung 
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die Effizienz der Virusreplikation gesteigert wird (GLUSHAKOVA et al., 2001). Weitere 
Untersuchungen legen nahe, dass das Nef-Protein die Expression von MHC-
Molekülen verringert und damit eine Präsentation von Viruspeptiden gegenüber 
Immunzellen unterbindet (SCHWARTZ et al., 1996). Nef induziert allerdings auch die 
Synthese spezifischer Antikörper und aktiviert cytotoxische T-Zellen (HIV Molecular 
Immunology Database 2001, Los Alamos National Laboratory, HIV Molecular 
Database, http://hiv-web.lanl.gov/immunology). 
Das env-Gen kodiert für das virale Hüllprotein. Dieses wird als Vorläuferprotein 
gp160 translatiert. Eine N-terminale Signalsequenz vermittelt die Translokation in das 
Lumen des Endoplasmatischen Reticulums. Hier aggregieren die Proteine zu 
Trimeren und werden im Gogi-Apparat von einer zellulären Furinprotease in die 
beiden Untereinheiten gp41 und gp120 gespalten (HUNTER, http://hiv-
web.lanl.gov/HTML/reviews/gp41.html). Das Vpu-Protein verhindert während der 
Synthese des Hüllproteins dessen Bindung an CD4-Moleküle. Das Vif-Protein 
beeinflusst die Infektiösität der Nachkommenviren, die von bestimmten Zelltypen 
freigesetzt werden. Das Vpr-Protein scheint die Replikation und die Ausbildung des 
cytopathischen Effektes bei T-Zellen zu beschleunigen.  
Die Gag-Proteine („group specific antigens“) werden von ungespleißten mRNAs als 
gemeinsames Vorläuferprotein translatiert. Das Matrixprotein bildet das N-terminale 
Ende des Vorläuferproteins, gefolgt von Capsid-, Nucleocapsid- und Link-Protein. 
Durch eine Verschiebung des ribosomalen Leserasters während der Translation 
kommt es regelmäßig zur Bildung eines Gag/Pol-Fusionsproteins. Dieses enthält 
zusätzlich die Aminosäuresequenz der viralen Protease, der Reversen Transkriptase 
und der Integrase. Die autokatalytische Freisetzung der viralen Protease und die 
Spaltung in die einzelnen Enzymfunktionen erfolgt weitgehend erst während der 
Reifung des freigesetzten Viruspartikels. 
Der Zusammenbau der Viruspartikel („virus assembly“) erfolgt an der Zellmembran, 
von der sich die infektiösen Virionen abschnüren („budding“). Die Nachkommenviren 
reifen nach der Freisetzung und leiten mit der Infektion neuer Wirtszellen einen 
weiteren Replikationszyklus ein.  Einleitung 
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2.3  Fusion von Virus- und Zellmembran 
Die Infektion wird durch die Bindung der Hüllproteinuntereinheit gp120 an den CD4-
Rezeptor der Wirtszelle eingeleitet. Dies induziert konformationelle Veränderungen in 
der Struktur des gp120, die die Interaktion mit einem der Co-Rezeptoren CXCR4 
bzw. CCR5 ermöglicht (DIMITROV 1997; RIZZUTTO et al., 1998, RIZUTTO et al., 2000; 
BERGER  et al., 1999). Die Bindung an den Co-Rezeptor aktiviert die gp41-
Untereinheit, die die Membranfusion vermittelt. Die Struktur des gp41 zeigt große 
Ähnlichkeit mit den Hüllproteinen anderer Viren, wie z. B. Influenzaviren, dem 
murinen Leukämievirus (MLV) und dem Human Respiratory Sycytial Virus (HRSV) 
(GALLAHER et al., 1989; CARR et al., 1997; HUGHSON, 1997; RAMALHO-SANTOS et al., 
1998, SINGH et al., 1999; ZHAO et al., 2000; LA VILLETTE et al., 2001). Es besteht aus 
einem N-terminal gelegenen Fusionspeptid, dem sich zwei 4,3 hydrophobe 
Wiederholungen (heptad repeats, HR1 und HR2; Abb. 4 aus CHAN  et al., 1997) 
helikaler Struktur anschließen. Das caboxyterminale Ende des gp41 wird von einer 
Transmembrandomäne, die das Protein in der Virusmenbran fest verankert, und 






Abb. 4: Struktur des gp41-Glykoproteins und der davon abgeleiteten inhibitorischen Peptide. A) Die 
Transmembrandomäne (TM) und der cytoplasmatische Schwanz (cyto) verankern das gp41-Molekül 
in der Virusmembran. In Richtung N-Terminus schließen sich zwei Leuzin-Zipper-ähnliche Motive 
(„heptad repeat“ 1 und 2) an, denen das hydrophobe Fusionspeptid folgt. B-D) Kristallstruktur des 
N36/C34-Komplexes. Die N-terminalen Helices des HR1 bilden ein inneres Trimer (hellblau), das von 
drei Helices des HR2 umschlossen wird (dunkelblau). Dieser Komplex bildet bei der Fusion das 
„Sechs-Helix-Bündel“ („coiled coil“).  Einleitung 
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Die N-terminalen Helices (HR1) von je drei gp41-Molekülen bilden ein helikales 
Trimer. Die C-terminalen heptad repeats (HR2) lagern sich in antiparalleler 
Orientierung um das zentrale Trimer und fügen sich hierbei in hydrophobe Taschen 
auf dessen Oberfläche ein. Nachdem gp120 an den Co-Rezeptor gebunden hat, 
lagert sich das gp41-Trimer in eine gestreckte Konformation (pre hairpin structure) 
um und inseriert das N-terminale Fusionspeptid in die Zellmembran. Anschließend 
falten sich die beiden helikalen Domänen in ein Sechs-Helix-Bündel und bringen 
damit Virus- und Zellmembran in unmittelbare Nähe zueinander (BIENIASZ  et al., 









Abb. 5: Verlauf der Membranfusion. Nach der Bindung des gp120-Proteins an den CD4-Rezeptor und 
einen der beiden Co-Rezeptoren (CCR5 oder CXCR4) kommt es zu konformationellen 
Veränderungen, die dazu führen, dass gp41 die so genannte pre hairpin-Struktur ausbildet und dabei 
sein Fusionspeptid in die Wirtszellmembran inseriert. Anschließend falten sich die beiden helikalen 
Domänen in ein Sechs-Helix-Bündel („coiled coil“) und bringen damit Virus- und Zellmembran in 
unmittelbare Nähe zueinander, was zum Verschmelzen beider Membranen führt. 
Die Bildung des Sechs-Helix-Bündels ist wahrscheinlich energetisch begünstigt und 
liefert damit die freie Energie für die Fusion von viraler und zellulärer Membran (LU et 
al., 2001; MELIKYAN et al., 2000). Die Membranfusion wird durch Peptide, die sich von 
den heptad repeats ableiten, gehemmt (vgl. Kap. 2.5.4.3).  Einleitung 
     10
2.4  Verlauf der HIV-Infektion 
Die Primärinfektion verläuft meist inapparent, seltener mit grippe- oder 
mononucleoseähnlichen Symptomen. Vorübergehend sinkt die Zahl der CD4
+ T-
Zellen unter 500 µl
-1, wobei das Zahlenverhältnis zwischen CD4
+ und CD8
+ T-
Lymphozyten invertiert (<0,5). An die akute Phase schließt sich bei unbehandelten 
Patienten eine symptomfreie Latenzphase von 2-5 Jahren an. Dieser kann über 
mehrere Wochen oder Jahre das Stadium der Lymphadenopathie (LAS = 
Lymphadenopatisches Syndrom) folgen. Das LAS-Stadium kann in den AIDS-related 
complex (ARC) übergehen, der von Fieber, Gewichtsverlust und beginnenden 
opportunistischen Infektionen gekennzeichnet ist. Die Zahl der CD4
+-Zellen kann 
unter 400 µl
-1 absinken. Die HIV-Infektion kann in der Phase des LAS/ARC über 
Jahre stabil sein oder schnell in das Vollbild AIDS übergehen. Als kritische Grenze 
gilt eine CD4-Zellzahl von 200 µl
-1 Blut. Zunehmende Defekte der zellvermittelten 
Immunantwort, die vor allem zu wiederkehrenden Infektionen und dem Auftreten 
maligner Tumoren führen, charakterisieren das Vollbild AIDS.  Einleitung 
     11
2.5  Aktuelle Therapie der HIV-Infektion - State of the HAART 
Alle klassischen HAART-Regime basieren auf einem „Therapierückgrat“ aus zwei 
Nucleosidanaloga zur Hemmung der Reversen Transkriptase. Auf diesem aufbauend 
werden Proteaseinhibitoren oder nicht-nucleosidische Reverse Transkriptase-
Inhibitoren addiert. 
(siehe auch: http://www.niaid.nih.gov/publications/discovery/hiv.htm; 
http://www.fda.gov/fdac/features/1999/499_aids.html) 
2.5.1  Reverse Transkriptaseinhibitoren – RTI 
Die Reverse Transkriptase (RT) war das erste Ziel antiretroviraler Medikamente in 
der klinischen Anwendung. Die RTI stellen Substratanaloga dar und werden von der 
RT anstelle der natürlichen Nucleoside in die DNA eingebaut und führen zum 
Strangabbruch und damit zur Defektsynthese. Grundsätzlich unterscheidet man die 
nucleosidischen und die nicht-nucleosidischen RTI. 
2.5.1.1  Nucleosidische RTI (NRTI) 
Nucleosidische RTI sind künstliche Derivate natürlicher Nucleoside, denen die 3’-
OH-Gruppe der Ribose fehlt (BRODER 1986, CHU  et al., 1988). Als Konsequenz 
kommt es nach Einbau eines NRTI zur Strangtermination, da die Bildung einer 3’-5’-
Phosphodiesterbindung zwischen der DNA-Kette und dem nächsten Nucleotid nicht 
möglich ist. Alle nucleosidischen RTI müssen an der 5’-OH-Gruppe der Ribose von 
zellulären Phosphorylasen phosphoryliert und zu aktiven 5’-Triphosphaten konvertiert 
werden. 
Eine Vielzahl an Nebenwirkungen wie z.B. Myelotoxizität, Laktatazidosen, Störungen 
des Fettstoffwechsels (insbesondere die Lipoatrophie) und  Pankreatitiden werden 
den NRTI zugeschrieben. Ein großer Teil der Nebenwirkungen ist wahrscheinlich 
durch die mitochondriale Toxizität zu erklären (BRINKMAN et al., 1999), da die NRTI 
auch mit der DNA-Synthese der Mitochondrien interferieren und Defektsynthesen 
provozieren. NRTI werden überwiegend renal eliminiert und interagieren nicht mit 
Medikamenten, die durch hepatische Enzymsysteme metabolisiert werden.  
1987 kam AZT (Zidovudin, Retrovir®) als erstes antiretrovirales Medikament auf den 
Markt. AZT ist ein Thymidin-Analogon und wurde bereits 1964 als Medikament zur 
Krebstherapie entwickelt. Die fehlende Neurotoxizität und die gute Liquorgängigkeit 
sind Vorteile von AZT, das bis heute Bestandteil vieler HAART-Regime und 
Transmissionsprophylaxen ist. Weitere NRTI-Vertreter: 
•  D4T - Stavudin (Zerit®) war nach AZT das zweite Thymidin-Analogon. 
•  Abacavir (Ziagen®, Ziagenavir®) ist ein carbocyclisches 2’-Deoxyguanosin-
Analog, dass durch spezielle Enzyme phosphoryliert wird und nicht mit der 
Phosphorylierung anderer NRTI konkurriert. 
• Didanosin (ddI, Videx®) ist ein Inosin-Analogon, das intrazellulär zum 
Didesoxyadenosin umgewandelt wird.  Einleitung 
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• Lamivudin (3TC, Epivir®) ist ein Cytidin-Analogon, das resistente Viren 
besonders schnell ausselektiert. 
•  Tenofovir (Viread®) enthält neben Pentose und Nukleinbase noch einen 
Phosphat-Rest. Das Medikament wird als Tenofovir DF (disoproxil fumarat) 
appliziert, das als Phosphanat durch eine Serumesterase vom Phosphonatanteil 
befreit und intrazellulär durch zwei Phosphorylierungsschritte aktiviert wird 
(ROBBINS et al. 1998). 
2.5.1.2 Nicht-nucleosidische  RTI 
Die nicht-nucleosidischen RTI (NNRTI, non-nucleoside reverse transcriptase 
inhibitors) sind eine Gruppe chemisch unterschiedlicher, polyzyklischer 
Verbindungen, die alle an die RT in der Nähe des katalytischen Zentrums binden. 
Durch die Bindung ändert sich die Konformation der RT, sodass diese ihr Substrat 
nicht mehr binden kann. NNRTI bedürfen keiner Aktivierung innerhalb der Zelle. 
Die Gefahr der Entstehung von Kreuzresistenzen ist sehr hoch. Eine Punktmutation 
an der Position 103 (K103N) innerhalb der hydrophoben Bindungsstelle der RT 
genügt, und das Virus wird resistent gegen die gesamte Medikamentenklasse. 
•  Nevirapin (Viramune®) wurde als erster NNRTI zur HIV-Therapie zugelassen. 
•  Delavirdin (Rescriptor®) wird wegen der größeren Pillenzahl und einer täglich 
dreimaligen Einnahme kaum verschrieben, obwohl die virologische Effektivität 
vergleichbar zu der der übrigen NNRTIs ist (CONWAY, 2000). 
• Efavirenz (Sustiva®) war der dritte NNRTI, aber der erste, bei dem 
nachgewiesen werden konnte, dass NNRTIs mindestens gleichwertig zu 
Proteaseinhibitoren sind (STASZEWSKI  et al., 1999). Die ausgesprochen lange 
Halbwertszeit ermöglicht eine tägliche Einmalgabe. 
2.5.2 Proteaseinhibitoren  –  PI 
Die HIV-Protease ist ein Homodimer aus 99 Aminosäuren. Sie spaltet das gag-pol-
Polyprotein (160 kD) in die einzelnen Komponenten. Die Spaltung erfolgt bevorzugt 
zwischen Phenylalanin- oder Tyrosin- und Prolinresten. Proteaseinhibitoren wurden 
als Verbindungen konstruiert, die das virale Substrat nachahmen (peptidomimetisch) 
und an das katalytische Zentrum binden, selbst aber keine spaltbare Peptidbindung 
aufweisen. Eine Langzeitbehandlung mit PIs führt oft zu Lipodystrophien und 
Dyslipidämien. Kreuzresistenzen treten sehr häufig auf und wurden bereits vor der 
Markteinführung dieser Substanzklasse beschrieben (CONDRA et al., 1995). Alle PIs 
inhibieren hepatische Enzyme (CYP3A4-System) und interagieren mit zahlreichen 
Medikamenten.  
PI-Vertreter sind: 
•  Saquinavir (Invirase® und Fortovase®) war im Dezember 1995 der erste PI, der 
für die HIV-Therapie zugelassen wurde. 
•  Ritonavir (Norvir®) war der erste Proteaseinhibitor, bei dem anhand klinischer 
Endpunktbestimmungen eine Wirkung nachgewiesen wurde (CAMERON  et al.  Einleitung 
     13
1998). Ritonavir inhibiert das Isoenzym 3A4, eine Untereinheit des Cytochrom 
P450-Enzymsystems. Zugabe niedriger Dosen von Ritonavir steigern 
("boostern") dadurch die Plasmaspiegel fast aller PIs (KEMPF et al., 1997). 
• Amprenavir (Agenerase®) wird hauptsächlich geboostert verwendet. Das 
Resistenzprofil von Amprenavir überlappt nur teilweise mit dem anderer PIs. 
•  Nelfinavir (Viracept®) war der vierte PI auf dem Markt. 
•  Indinavir (Crixivan®) zeichnet sich durch gute Liquorgängigkeit aus (MARTIN et al. 
1999). Ungeboostert sinkt der Plasmaspiegel allerdings bereits nach 8 Stunden 
an die Grenze zur minimalen Hemmkonzentration ab. 
•  Lopinavir/Ritonavir (Lopinavir/r, Kaletra®) ist der jüngste Proteaseinhibitor und ist 
bereits geboostert. So wird eine Erhöhung der Lopinavir-Konzentration um mehr 
als das 100-Fache erzielt (SHAM  et al., 1998). Es zeigt ein günstiges 
Resistenzprofil, wahrscheinlich ist die Akkumulation von mindestens 6-8 PI-
Resistenzen erforderlich, um zum Versagen der Therapie zu führen. 
2.5.3 Integraseinhibitoren 
Die Integrase wird im 3’-Bereich des pol-Leserahmen codiert. Sie wirkt sowohl als 
Endonuklease als auch als Ligase. Die Integrase bindet sich an die Enden des 
linearen, in doppelsträngige DNA übersetzten Virusgenoms und ist für dessen 
Integration in das Zellgenom verantwortlich.  
Die Entwicklung wirksamer Integraseinhibitoren verläuft nur schleppend (DEBYSER et 
al., 2002) und kein Integrasehemmer hat bis jetzt den Weg in die Klinik gefunden.  
2.5.4  Eintrittsinhibitoren („entry inhibitors“) 
Eine neue Gruppe der antiretroviralen Therapeutika sind die so genannten 
Eintrittsinhibitoren. Diese Verbindungen hemmen die Infektion der Zelle, indem sie 
die Fusion von Virus- und Zellmembran verhindern (D’SOUZA et al., 2000; MOORE und 
STEVENSON, 2000; DOMS und MOORE, 2000). Hierbei lassen sich drei Schritte 
unterscheiden: 
1.  Die Bindung des Virus an den CD4-Rezeptor (Attachment-Inhibitoren). 
2.  Die Bindung an den jeweiligen Co-Rezeptor, CCR5 oder CXCR4 (Co-Rezeptor-
Antagonisten). 
3.  Die eigentliche Fusion von Virus- und Zellemembran (Fusionsinhibitoren). 
2.5.4.1 Attachment-Inhibitoren   
BMS-806 bindet sehr spezifisch an gp120 und verhindert die Bindung an den CD4-
Rezeptor (STEPHENSON et al., 2002). Da die Interaktion über die gp120-Untereinheit 
des HIV-Hüllproteins erfolgt, ist die Wirkung unabhängig vom verwendeten Co-
Rezeptortyp. Verschiedene HIV-Isolate sind unterschiedlich suszeptibel für diese 
Verbindung, was rasche Resistenzbildung wahrscheinlich macht.  Einleitung 
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Pro-542 ist ein lösliches multimeres CD4-Immunglobulin-Fusionsprotein, das 
ebenfalls an gp120 bindet. Es hat ein breites Wirkspektrum und neutralisiert klinische 
Isolate (TRKOLA et al., 1995; GAUDUIN et al., 1998).  
2.5.4.2 Co-Rezeptor-Antagonisten   
SCH-C ist ein CCR5-Rezeptor-Antagonist, der gegen zahlreiche HIV-Isolate aktiv ist 
(STRIZKI  et al., 2001). In gesunden Probanden sind bei höherer Dosierung 
Herzrhythmusstörungen aufgetreten. In einer Pilotstudie an 12 HIV-Patienten sank 
bei 10 Patienten die Viruslast um mehr als 0,5 Logstufen und bei 4 Patienten um 
mehr als 1,0 Logstufen (REYNES et al., 2002). Für SCH-C wurden bereits resistente 
Mutanten beschrieben, die Kreuzresistenz gegenüber anderen CCR5-Antagonisten 
aufweisen (STARR-SPIRES und COLLMAN, 2002; TRKOLA  et al., 2002). Auch zum 
wirksameren SCH-D wurden Resistenzmutationen beschrieben (MAROZSAN  et al., 
2005). 
Pro-140 ist ein monoklonaler Antikörper, der als CCR5-Antagonist wirkt (TRKOLA et 
al., 2001). Im SCID-Maus-Modell wurde eine dosisabhängiges Reduktion der 
Viruslast beobachtet (FRANTI et al., 2002). Klinische Daten fehlen allerdings zur Zeit 
noch. 
AMD-3100 ist ein kleines Molekül aus der Bicyclam-Familie und stellt den 
potentesten nicht-peptidischen CXCR4-Rezeptor-Antagonist dar. Es inhibiert den 
Eintritt von HIV durch Bindung an anionische Reste innerhalb der zweiten 
extrazellulären Schleife von CXCR4. AMD-3100 selektiert Viren vom R5-Typ (ESTÉ et 
al,. 1999) und verdrängt X4-Viren (SCHOLS et al., 1997, VAN RIJ et al., 2002). In einer 
Studie an 12 Patienten mit Dauerinfusion über 10 Tage, wurde kein Abfall der 
Viruslast nachgewiesen. Vielmehr traten Nebenwirkungen wie Thrombopenie, 
Orthostase und Herzrhythmusstörungen auf (HENDRIX et al., 2002). Ein Patient, der 
ausschließlich mit R5-Viren infiziert war, zeigte nach 11 Tagen einen Abfall der 
Viruslast um 0,87 Logstufen, und nach 18 Tagen um 1,34 Logstufen. In vitro wurden 
bereits Resistenzmutanten vom HIVLAI nachgewiesen (SCHOLS et al., 1997, DONZELLA 
et al., 1998). 
2.5.4.3 Fusionsinhibitoren   
T-20 (Enfuvirtide; Fuzeon®) ist ein Peptid (36 Aminosäuren, M = 4492 g mol
-1) das 
sich von der HR2-Region von gp41 ableitet. Es bindet an das HR1-Trimer und 
verhindert damit die Bildung des Sechs-Helix-Bündels (CHAN und KIM, 1998; KLIGER 
und SHAI, 2000) und die Membranfusion (siehe auch Kap. 2.3). T-20 muss subkutan 
injiziert werden. Die Herstellung erfordert 106 chemische Reaktionen (gewöhnliche 
Synthesen benötigen 8-12 Reaktionen) und ist sehr teuer. In vitro inhibiert T-20 die 
gp41-vermittelte Membranfusion verschiedener HIV-Stämme mit IC50-Werten in 
nanomolaren Konzentrationen (WILD et al., 1994). Die IC50-Werte für klinische Isolate 
liegen zwischen 0,22–220 nM. Die Plasmahalbwertszeit beträgt 3,8 Stunden (ZHENG 
et al., 2002), bei einem Plasmalevel von 0,7–1,1 µM (täglich zwei Gaben von je 90 
mg). Klinische Studien haben gezeigt, dass die steady state Konzentration für ca. 12  Einleitung 
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Stunden aufrechterhalten wird (TRI-003; KILBY et al., 2002). Mit täglich zweimaliger 
Verabreichung wurde, im Kontext einer optimalen Hintergrundtherapie, innerhalb von 
16 Wochen eine Reduktion der Viruslast von 2-2,5 log10 Kopien ml
-1 erzielt (LALEZARI 
et al., 2003). Eine Reihe von Autoren (DERDEYN et al., 2000, 2001; Reeves et al., 
2002) publizierten Ergebnisse aus in vitro-Untersuchungen, wonach Stämme, die 
CCR5 als Co-Rezeptor verwenden weniger gehemmt werden als Stämme, die 
CXCR4 verwenden. In klinischen Studien der Phase II (T20-205, T20-206 und T20-
208) wurden bei 78% der Patienten mit virologischem Versagen der Therapie 
Aminosäuresubstitutionen im gp41 nachgewiesen. Am häufigsten traten dabei 
Substitutionen an den Positionen 36, 38, 42 und 43 auf (SISTA et al., 2002). 
T-1249 ist ebenfalls ein peptidischer Fusionsinhibitor der an die pre hairpin-Struktur 
des gp41 bindet. Die Substanz weist eine günstige Pharmakokinetik auf, die tägliche 
Einmalgaben ermöglicht. T-1249 wirkt auch gegen T-20-resistente Viren (LAMBERT et 
al., 1999). Daten von einer klinischen Studie der Phase I/II (ERON et al. 2001, GULICK 
et al. 2002), in der 72 intensiv vorbehandelte HIV-Patienten über 14 Tage nur mit T-
1249 behandelt wurden (6,25-50 mg pro Tag, subkutan), zeigten eine 
dosisabhängige Reduktion der Viruslast (maximal 1,4 log10 Kopien ml
-1 bei 50 mg). 
40% der Patienten zeigten Reaktionen an der Einstichstelle, bei einem Patienten 
wurde eine Neutropenie Grad 4 und ein Exanthem mit Fieber beobachtet. In vitro ist 
die Selektion T-1249-resistenter Virusisolate bereits gelungen.  Einleitung 
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2.6  Gentherapie der HIV-Infektion 
Gen- und immuntherapeutische Verfahren bieten Alternativansätze zur 
konventionellen ART (BLAESE et al., 1995; GOTTFREDSSON und BOHJANEN et al., 1997, 
MANCA  et al., 1997; NABEL, 2001; MCMICHAEL und HANKE, 2003). Durch die 
Expression antiviraler Gene, wie dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten M87o, 
wird an verschiedenen Stellen versucht den Replikationszyklus des Virus zu 
inhibieren und damit den Krankheitsverlauf positiv zu beeinflussen. 
2.6.1 Therapeutische  Gene 
Zahlreiche gen- bzw. immuntherapeutische Ansätze wurden bereits vorgeschlagen 
(BUCHSCHACHER and WONG-STAAL, 2001). Grundsätzlich basieren diese auf zwei 
unterschiedlichen Strategien: 
1. Eliminierung HIV-infizierter Zellen durch HIV-abhängige Induktion von Apoptose 
oder durch die Verstärkung HIV-spezifischer immunologischer Reaktionen 
(BUCHSCHACHER and WONG-STAAL, 2001; YANG, 2004): 
-  HIV-aktivierte Caspasen (VOCERO-AKBANI et al., 1999). 
-  Toxine, die gegen HIV-infizierte Zellen gerichtet sind (MCCOIG  et al., 1999; 
SAAVEDRA-LOZANO et al., 2002). 
-  CD4zeta, ein „universeller T-Zellrezeptor“, der cytotoxischen T-Zellen das MHC-
unabhängige Erkennen HIV-infizierter Zellen ermöglicht (ROBERTS et al., 1994; 
MITSUYASU et al., 2000; BITTON et al., 1999). 
-  Genetische Vakzinierung zur Verbesserung der HIV-spezifischen Immunantwort 
(GALPIN et al., 1994). 
2.  Schutz der Wirtszelle vor den cytopathischen Effekten des Virus durch die 
Expression antiviraler Gene, die mit dem Replikationszyklus von HIV interferieren. 
Derartige Ansätze werden auch als "intrazelluläre Immunisierung"
1 bezeichnet: 
-  sCD4 (lösliches, soluble CD4), ein CD4-Derivat, das von den genetisch 
modifizierten Zellen sekretiert wird und mit zellgebundenem CD4 um Bindung 
an das gp120-Hüllprotein kompetitiert (MORGAN et al., 1990; 1994). 
-  Dominat-negative Derivate viraler Proteine wie Tat und Rev (WOFFENDIN et al., 
1996; BONYHADI et al., 1997; PLAVEC et al., 1997; RANGA et al., 1998). 
-  Membrangebundene C-Peptide, die die Fusion von Virus- und Zellmembran 
verhindern (HILDINGER et al., 2001, EGELHOFER et al., 2004). 
-  Antivirale RNA-Moleküle wie Anitsense-RNAs (VANDENDRIESSCHE et al., 1995; 
MANCA et al., 1997) und Ribozyme (KLEBBA et al., 2000). 
-  Abkömmlinge viraler RNA-Elemente, die um virale Proteine kompetitieren 
(SULLENGER  et al., 1990) wie z. B. das RRE-decoy (RRE-Köder). Durch 
                                            
1 Ein nicht ganz präziser Terminus, da der Wirkmechanismus keiner immunologischen Reaktion 
bedarf.  Einleitung 
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Expression eines 41 Basenpaar großen RRE-Fragmentes wird der Rev-
vermittelte Kernexport ungespleißter viraler mRNAs gehemmt (BAHNER et al., 
1996). 
-  siRNAs (small interfering RNA, 21 - 23 Basen), hybridisieren mit der viralen 
mRNA und führen dadurch zu deren Spaltung (CAPODICI et al., 2002).  
Nur ein kleiner Teil der mehr als 1 ⋅ 10
11 CD4
+ Zellen, die ein Patient mit sich trägt, 
kann im Rahmen eines gentherapeutischen Verfahrens ex vivo manipuliert werden. 
Daher ist für den Erfolg einer somatischen Gentherapie entscheidend, ob das 
eingesetzte antvirale Gen den modifizierten Zellen einen Überlebensvorteil verleiht, 
der eine in vivo-Akkumulation der „therapeutischen“ Zellen ermöglicht. VON LAER und 
BRANDENBURG  (2001) haben die nachfolgende Klassifizierung antiviraler Gene 
vorgeschlagen: 
• Klasse I Gene: Gene, die Replikationsschritte vor Integration der viralen DNA 
inhibieren und damit die Etablierung des Provirus verhindern. Vertreter dieser 
Klasse sind beispielsweise Einzelkettenantikörper (single-chain antibodies) gegen 
die Reverse Transkriptase und die Integrase, sowie membrangebundene Peptide 
wie das von M87o exprimierte C46-Peptid (EGELHOFER  et al., 2004), die den 
Viruseintritt in die Zelle hemmen. 
• Klasse II Gene: Sie hemmen die Expression der viralen Gene und verringern die 
Virusproduktion. Die infizierte Zelle wird zusätzlich vor dem cytopathischen Effekt 
der Virusproteine geschützt. Beispiele sind das RRE-decoy (KOHN, 2000) und 
RevM10 (transdominantes Rev, WOFFENDIN et al., 1996). 
• Klasse III Gene: Sie inhibieren den Zusammenbau und die Freisetzung infektiöser 
Virionen. Die Zelle wird dabei weder vor cytopathischen Effekten des Virus noch 
vor der Zerstörung durch das Immunsystem geschützt. Zur Klasse III gehören z. 
B. transdominantes Gag (TRONO et al., 1989) und Gag-Nuclease-Fusionsproteine 
(SCHUMANN et al., 2001). 
Bisher wurden ausschließlich Gene der Klasse II in klinischen Studien untersucht. 
Diese zeigten in vitro die größte inhibitorische Potenz. Ein entscheidender Nachteil 
besteht allerdings darin, dass sie lediglich die Virusproduktion reduzieren, die 
Integration des Provirus aber nicht verhindern. Diesen Nachteil teilen sie mit den 
Klasse III Genen. Die latent infizierten Zellen können sehr lange überleben und 
toxische Genprodukte wie z. B. das Tat-Protein produzieren (KOLSON et al., 1994). 
Ein weiterer Nachteil der späten Interferenz ist die fehlende Hemmung der reversen 
Transkription. Dieser Schritt ist für die hohe Mutationsrate des Virus verantwortlich 
und macht Klasse II und III Gene anfällig gegenüber Resistenzmutationen. 
Mathematische Modellierungen ergaben, dass auf lange Sicht gesehen nur Gene, 
die die Etablierung des proviralen Stadiums inhibieren (Klasse I-Gene), genetisch 
modifizierten Zellen einen effektiven Selektionsvorteil verleihen und damit eine 
therapeutische Wirkung ermöglichen (VON LAER et al., 2005).  Einleitung 
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2.6.2  M87o – Ein neuer Vektor für die Gentherapie der HIV-Infektion exprimiert ein 
Klasse I Gen und inhibiert den Eintritt des Virus in die Zelle 
Der peptidische Fusionsinhibitor T-20 (36 Aminosäuren, M = 4492 g mol
-1) leitet sich 
von der HR2-Region des gp41 ab und kann spezifisch an das HR1-Trimer im gp41 
binden. Dadurch wird die Bildung der Sechs-Helix-Bündel-Struktur (siehe Kap. 2.3, s. 
8) verhindert und die Fusion von Virus- und Zellmembran unterbleibt (WILD et al., 
1994; KILBY et al., 1998). T-20 inhibiert folglich die Etablierung des Provirus und kann 
deshalb zu den antiviralen Prinzipien der Klasse I gerechnet werden. In vitro inhibiert 
T-20 die gp41-vermittelte Membranfusion verschiedener HIV-Stämme mit IC50-
Werten im nanomolaren Konzentrationsbereich (WILD  et al., 1994). T-20 muss 
mehrfach täglich intravenös verabreicht werden, wobei die Plasmahalbwertszeit nur 
3,8 Stunden beträgt (ZHANG et al., 2002). Die Herstellung ist sehr teuer. 
Das T-20-Peptid diente als Modell für die Entwicklung eines neuartigen antiviralen 
Gens. Der retrovirale Vektor M87o 
(
 
5’LTR  3’LTR S  C46  huHIgG2 tCD34-MSD  wPRE  RRE  Ψ 
MPSV       leader 71 
SD  SA 
 
Abb. 6, retrovirale Vektoren siehe Kap. 2.6.3.1, s. 19) exprimiert ein 46 Aminosäuren 
langes Derivat der HR2-Region von gp41 (Aminosäuren 643-678) als 
membranverankertes Fusionsprotein, das in analoger Weise in der Lage ist die 
Fusion von Virus- und Zellmembran zu unterbinden (EGELHOFER et al., 2004).  
 
5’LTR  3’LTR S  C46  huHIgG2 tCD34-MSD  wPRE  RRE  Ψ 
MPSV       leader 71 
SD  SA 
 
Abb. 6: Der retrovirale Vektor M87o exprimiert ein antivirales Gen der Klasse I. Es besteht aus dem 
Signalpeptid von LNGFR (S), dem inhibitorischen C46-Peptid, der Gelenkregion des humanen IgG2- 
(huHIgG2) und der Transmembrandomäne des humanen tCD34 (tCD34-MSD). 3’ zum Transgen 
befindet sich ein post-transcriptional responsive element des Woodchuck-Hepatitis B-Virus (wPRE). 
Als zweites inhibitorisches Prinzip ist eine RRE-decoy-Sequenz (RRE) vor der 3’-LTR inseriert. (SD = 
Spleiß-Donor, SA = Spleiß-Akzeptor, Ψ = Verpackungssignal psi, Abbildung nicht maßstabsgetreu) 
Im Gegensatz zum T-20 wird das inhibitorische C46-Peptid einerseits direkt am 
eigentlichen Wirkort, der Oberfläche der T-Zelle exprimiert, andererseits schließt es 
eine zusätzliche Aminosäuresequenz ein, von der CHAN et al. (1998) zeigen konnten, 
dass sie mit einem konservierten Bereich im gp41 interaggiert und damit das Risiko 
der Resistenzbildung reduziert. N-terminal ist das C46-Peptid mit dem Signalpeptid 
des LNGFR (low affinity nerve growth factor receptor) fusioniert, das die 
Translokation in das Endoplasmatische Reticulum vermittelt. Als flexible Verbindung 
zum tCD34-Membrananker (COMOLI et al., 1996), der das inhibitorische Peptid an der  Einleitung 
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extrazellulären Seite der Plasmamembran verankert, dient die Gelenkregion des 
humanen IgG2. Zusätzlich zum C46-Peptid enthält M87o ein zweites inhibitorisches 
Prinzip, ein 41 Basenpaare großes Fragment des RRE (rev response elements). 
Diese RNA-Struktur inhibiert den Rev-vermittelten Export einfach- und ungespleißter 
Virus-RNA (RRE-decoy, BAHNER  et al., 1996; BAUER  et al., 1997; BAHNER  et al., 
1997; KOHN et al., 1999; KOHN, 2000). Nachdem HIV über gp120 an CD4- und den 
entsprechenden Co-Rezeptor gebunden hat, bildet gp41 die gestreckte pre hairpin-
Struktur aus (Kap. 2.3, s. 8). Durch Bindung an die HR1-Region von gp41 verhindert 
das C46-Peptid die Ausbildung der Sechs-Helix-Bündel-Struktur und damit die 

















Abb. 7: Das inhibitorische C46-Peptid verhindert die Bildung der Sechs-Helix-Bündel-Struktur. Nach 
Bindung von HIV gp120 an den CD4-Rezeptor und den Co-Rezeptor lagert sich gp41 in die gestreckte 
pre hairpin-Struktur um. In dieser Konformation ist die HR1-Region von gp41 für das C46-Peptid 
zugänglich. Dadurch die Bildung an die HR1-Region verhindern das C46-Peptid die Bildung des 
Sechs-Helix-Bündels und damit die die Infektion der Zielzelle. 
2.6.3 Vektoren  in  der Gentherapie 
Der Transfer von Genen in Zielzellen erfolgt mit Hilfe von Gentransfer-Vehikeln, so 
genannten Vektoren. Der ideale Vektor für die Gentherapie sollte: 
1.  Eine hohe Gentransfereffizienz ermöglichen. 
2.  Eine hohe Selektivität für die Zielzellen aufweisen. 
3. Ein therapeutisch wirksames Expressionsniveau erzielen und in der Regel 
anhaltende Expression gewährleisten. 
4. Keine  cytopathischen  Effekte besitzen. 
5.  Nicht mobilisierbar sein. 
Viren, von denen sich die meisten Vektoren ableiten, haben sehr effektive Strategien 
zur Übertragung von genetischem Material evoluiert. Die bisher am Häufigsten in 
klinischen Studien eingesetzten Vektoren leiten sich von Retro- und Adenoviren ab. 
2.6.3.1 Retrovirale  Vektoren 
Die am besten erforschten Vektoren sind retroviralen Ursprungs und basieren meist 
auf C-Typ Mäuseleukämieviren (MLV, murine leukemia virus). Retroviren weisen ein 
breites Wirtszellspektrum auf und integrieren ihr genetisches Material stabil in das  Einleitung 
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Genom der Wirtszelle. Retrovirale Vektoren sind Derivate replikationskompetenter 
Viren, deren Strukturgene durch ein oder mehrere Transgene ersetzt wurden 
(Verpackungsgrenze: 10 kb). Durch den Verlust der trans-aktiven Strukturgene (gag, 
pol und env) sind diese Vektoren nicht mehr in der Lage in der Wirtszelle zu 
replizieren, sie sind replikationsinkompetent. Alle cis-aktiven Elemente sind jedoch in 
den LTRs des Provirus enthalten und gewährleisten RNA-Dimerisierung und 
Verpackung (ψ-Signal) in Vektorpartikel, reverse Transkription und Integration des 
Vektorgenoms sowie Transkription des Transgens (KAY  et al., 2001). Die stabile 
Integration erlaubt eine lang anhaltende Genexpression und führt dazu, dass die 
Vektorsequenz an Tochterzellen vererbt wird. Aus diesen Gründen sind retrovirale 
Vektoren die bis heute am häufigsten eingesetzten Gentransfervehikel (FEHSE et al., 
1998, FISCHER et al., 2002). 
Zur Gewinnung retroviraler Vektorpartikel werden so genannte Verpackungszellen 
eingesetzt (MILLER et al., 1990). Diese exprimieren die für die Vektorverpackung 
notwendigen Strukturgene. Moderne Verpackungszelllinien wie z. B. PG13 (MILLER et 
al., 1991) tragen die genetische Information des gag/pol- und des env-Gens auf 
getrennten Sequenzen (Verpackungskonstrukte). Diese Expressionskonstrukte 
weisen Deletionen im Verpackungssignal ψ und den LTR-Sequenzen auf. Dadurch 
wird deren Inkorporation in Vektorpartikel verhindert und die Entstehung 
replikationskompetenter  Retroviren (RCR) vermieden. Die Verwendung eines 
separaten Konstruktes zur Kodierung des env-Gens erlaubt darüber hinaus den 
Einsatz heterologer Hüllproteine (Pseudotypisierung) und damit die gezielte 
Veränderung des Vektortropismus (MILLER, 1996; KAY et al., 2001). 
MLV-basierende retrovirale Vektoren sind allerdings nicht in der Lage ruhende Zellen 
zu infizieren. Nur wenn die Kernmembran der Zelle aufgelöst ist, hat das revers 
transkribierte Virusgenom Zugang zum Wirtsgenom (LEWIS und EMERMAN, 1994; 
LIEBER  et al., 2000). Da die Integration des Provirus in die Wirts-DNA nicht 
zielgerichtet ist, besteht bei der Verwendung retroviraler Vektoren immer die Gefahr 
der Insertionsmutagenese und einer daraus resultierenden Onkogenese (DONAHUE et 
al., 1992; BAUM et al., 2003; CAVAZZANA-CALVO et al., 2004). 
2.6.3.2 Lentivirale Vektoren 
Die meisten lentiviralen Vektoren leiten sich von HIV ab. Im Gegensatz zu den MLV-
basierenden onkoretroviralen Vektoren können diese auch ruhende Zellen 
transduzieren (NALDINI  et al., 1996). Sie besitzen darüber hinaus mit 18 kb eine 
deutlich höhere Verpackungskapazität. Die revers transkribierte Virus-DNA gelangt 
mit Hilfe von zellulären Kernimportproteinen in den Zellkern (GALLAY  et al., 1996, 
LEWIS und EMERMAN, 1994). Noch fehlen allerdings stabile Verpackungszelllinien für 
die Vektorproduktion in größerem Maßstab. Außerdem besteht das Risiko der 
Bildung von replikationskompetenten Lentiviren bei der Vektorproduktion. Ähnlich wie 
bei onkoretroviralen Vektoren besteht auch bei Lentiviren das Risiko der 
Insertionsmutagenese unter Aktivierung von Proto-Onkogenen. Weiterhin bestehen 
Bedenken hinsichtlich der Interaktion der Gene des Lentiviruses mit endogenen  Einleitung 
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Retroviruselementen in den Zielzellen. Dies gilt in besonderem Maße für HIV-
infizierte Patienten.  Einleitung 
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2.7  Zielsetzung der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die präklinische Vorbereitung einer klinischen Studie 
zur Gentherapie der HIV-Infektion mit M87o (Phase I/II). 
Hierbei sollte zunächst in vitro die inhibitorische Potenz des neuartigen retroviralen 
Vektors M87o überprüft werden. 
Anschließend sollten, im Rahmen von Untersuchungen zur Unbedenklichkeit von 
M87o, das geno- und phänotoxische Potential von M87o in vitro untersucht werden. 
Für die Durchführung einer präklinischen Studie zur Toxizität und Immunogenität der 
M87o-Gentherapie im Rhesusaffenmodell sollte ein Protokoll zur effizienten 
Transduktion von Rhesusaffenlymphozyten erarbeitet werden, das die geplante 
klinische Applikation möglichst gut simuliert. 
Im Hinblick auf die spätere Anwendung in einer klinischen Studie (Phase I/II) zur 
Gentherapie der HIV-Infektion mit M87o sollte ein Protokoll zur Transduktion von 
CD4
+ T-Zellen HIV-infizierter Spender im Versuchsmaßstab entwickelt werden. Das 
definierte Studienkollektiv bestand aus Patienten mit multiplem Therapieversagen, 
einer Viruslast von >5.000 Kopien ml
-1 Blut und eine CD4-Zellzahl von 50 - 200 µl
-1 
Blut. Zum Abschluss der Arbeit sollte das Transduktionsprotokoll in den klinisch 
relevanten Maßstab übersetzt werden. Dabei sollte sichergestellt werden, dass pro 
Spender mindestens 5 ⋅ 10
8 M87o
+ CD4-T-Zellen geerntet werden können, 
gleichzeitig sollte die Virusreplikation vollständig und zuverlässig inhibiert werden. 
   Material und Methoden 
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3 Material  und  Methoden 
3.1 Material 
3.1.1  Zellkulturmedien, -Zusätze, Puffer, Cytokine, antiretrovirale Therapeutika und 
Chemikalien 
Medium / Puffer / Mediumzusatz Hersteller/Vertrieb 
DMEM  Gibco BRL/Life Technologies 
Hepes-Puffer 1M  Invitrogen 
PBS  Gibco BRL/Life Technologies 
PBS/EDTA-Puffer Miltenyi  Biotec 
PBST  PBS 0,1% Tween 20 
RPMI 1640  Gibco BRL/Life Technologies 
X-VIVO 10  BioWhittaker 
X-VIVO 15  BioWhittaker 
Agar-Agar Sigma 
Agenerase, Amprenavir  Glaxo Wellcome Operations 
Chloroquine Sigma 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Serva 
DMSO Serva 
Epivir, Lamivudine (3TC)  Glaxo Wellcome Operations 
Fötales  Kälberserum  (FKS)  Gibco BRL/Life Technologies, PAN 
Biotech 
Fuzeon, Enfuvirtide (T-20)  Hoffmann-La Roche Inc. 
Gentizin (G418)  Gibco BRL/Life Technologies 
Humanes AB-Serum  BioWithaker 
Humanes Serumalbumin (20%)  Baxter 
IL-2 (Proleukin S 1,8 ⋅10
7 IE)  Chiron GmbH 
L-Glutamin  Gibco BRL/Life Technologies 
Methyl-³H-Thymidin Amersham  Pharmacia  Biotech 
Natriumpyruvat  Gibco BRL/Life Technologies 
Norvir, Ritonavir  Abbott 
NP40 Sigma 
Polybrene Sigma 
Retronectin TaKaRa  Biomedicals 
Retrovir, Zidovudin (AZT)  Glaxo Wellcome Operations 
Trypsin/EDTA (0,25% Trypsin, 1 mM EDTA) BioWithaker 
Tween20 Sigma 
Videx, Didanosin (ddI)  Bristol-Meyers Squibb 
Viracept, Nelfinavir  Hoffmann-La Roche AG 
Zerit, Stavudine (D4T)  Bristol-Meyers Squibb   Material und Methoden 
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3.1.2  Antikörper und immunomagnetische Beads 
Antikörper Hersteller/Vertrieb 
Ziege-α-human-IgG-PE: Phycoerythrin-gekoppelter 
Antikörper aus Ziegen – bindet spezifisch an die 
Fc-Region von löslichen humanen Antikörpern 
Dianova 
OKT-3 Ortho  Biotech 
αgp41 2F5: monoklonaler humaner Antikörper, der 
das  Epitop ELDKWA im „heptad repeat“ 2 von 
HIV-1 gp41 erkennt 
MUSTER et al., 1993; BUCHACHER
et al., 1994; zur Verfügung 
gestellt von Herrn Prof. Katinger
Ziege-α-human- IgG-HRPO  Dianova 
αhuman CD3  Becton Dickinson, Pharmingen 
αhuman CD4  Becton Dickinson, Pharmingen 
αhuman CD8  Becton Dickinson, Pharmingen 
αhuman CD25  Becton Dickinson, Pharmingen 
αhuman CD45RA  Becton Dickinson, Pharmingen 
αhuman CD16  Becton Dickinson, Pharmingen 
FN-18  Becton Dickinson, Pharmingen 
SP34  Becton Dickinson, Pharmingen 
Leu28  Becton Dickinson, Pharmingen 
MACS CD8 MicroBeads  Miltenyi Biotec 
Dynal CD8-Beads  Dynal 
Xcyte DynaBeads (αCD3/αCD28)  Dynal   Material und Methoden 
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3.1.3  Plasmide und Vektoren 
Bezeichnung Beschreibung  Referenz 
M51 
Retroviraler Vektor (MP1neo), der aus-
schließlich das Neomycinresistenzgen 
exprimiert.  
VON LAER et al., 1998 
M56a 
Retroviraler Vektor mit MP71-Leader, 
der das Markergen GFP exprimiert 
SCHAMBACH et al., 2000 
M57 
gagpol-Helferplasmid für die Produktion 
retroviraler Partikel 
BEYER et al., 2001 
M130 
GALVenv-Helferplasmid  (Gibbon ape 
leukemia virus-Hüllprotein) für die 
Pseudotypisierung retroviraler Partikel. 
STITZ et al., 2000 
M318 
Retroviraler Vektor, der des großen T-
Antigens des SV40-Virus (Simian Virus 
40, Papovaviridae) exprimiert. 
E. WILL, Heinrich-Pette-Institut 
Hamburg. 
3.1.4 Zelllinien 
Zelllinie Herkunft  Kulturmedium Referenz  /  ATCC-Nr.
Anjou65 Humane  Nierenepithelzellen  DMEM, 10% FKS  KINSELLA & NOLAN, 
1996; CRL-11269 
PM-1  Humane T-Zelllinie, exprimiert 
CXCR4 und CCR5 
RPMI, 10% FKS  LUSSO et al., 1995 
Rat-1 Rattenfibroblastenzelllinie  DMEM, 10% FKS  KROSL et al., 1998, 
SMALL et al., 1987, 
RICKETTS et al., 1988 




D117II RÜBSAMEN-WAIGMANN et al., 1989 
HV57  P. Schult-Dietrich, AG von Laer, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt a. M.
NL-4,3 ADACHI et al., 1986 
   Material und Methoden 
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3.1.6  Geräte und Materialien 
Gerät und Materialien  Hersteller/Vertrieb 
Analysenwaage Kern 
Auflichtmikroskop   Leica 
Aussschwingzentrifuge Megafuge 1.0R   Heraeus 
Brutschrank Cytoperm für die Zellkultur   Heraeus 
Cell Washer  Tecan 
CliniMACS Zellseparator  Miltenyi Biotec Inc. 
CytoMate Baxter 
Durchflusszytometer: FACSCalibur & Software CellQuestPro  Becton Dickinson 
Dynal MPC-1 Separationsmagnet  Dynal 
EDTA-Monovetten (9,5 ml Füllvolumen)  Sarstedt 
Einfrierröhrchen Nunc 
ELISA-Reader Spectrafluorplus Tecan 
Fluoreszenzmikroskop Nikon 
Handzählgerät Medica 
Heizblock Techne  England 
Hyperfilm EC  Pharmacia 
Kova Glasstic Slide 10, Zählkammer  Hycor 
Kühlschrank Liebherr 
Kühlzentrifuge Beckman Avanti J20  Beckman 
Membranfilter, Porengröße 0,45µm, low protein binding  Millipore 
MACSep  Miltenyi Biotec Inc. 
MidiMACS, Separationsvorrichtung  Miltenyi Biotec Inc. 
Mikroskop Leica 
pH-Meter Mettler Toledo  Mettler 
Rührer RCT Basic  IKA 
Serummonovetten Sarstedt 
Sterilbank für Zellkulturen HERAsafe HS12  Heraeus 
Vortex Genie 2  Bender und Hobein 
Wasserbad GFL 
Zählkammer   nach NEUBAUER 
3.1.7 Verwendete  Testkits 
Kit Hersteller/Vertrieb 
Innotest HIV Antigen mAB Kit  Innogenetics 
Cell-Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay  Promega 
Kalziumphosphat-Transfektionskit Sigma   Material und Methoden 
     27
3.2 Methoden 
3.2.1 Standardzellkultur 
Alle Zelllinien und Primärzellen wurden, soweit nicht abweichend beschrieben, bei 
einer Temperatur von 37 °C, einem CO2-Gehalt von 7 Vol.-% und einer relativen 
Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. 
3.2.1.1 Suspensionszellen 
Soweit nicht abweichend beschrieben, wurden Suspensionszellen mit RPMI 10% 
fötalem Kälberserum (FKS), L-Glutamin 2 mM, Streptomycin 50 μg ml
-1 und Penicillin 
50 U ml
-1 kultiviert. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage geteilt, wobei eine Zelldichte 
zwischen 1 ⋅ 10
5 und 1 ⋅ 10
6 Zellen ml
-1 aufrechterhalten wurde. 
3.2.1.2 Adhärentwachsende  Zellen 
Soweit nicht abweichend beschrieben, wurden adhärentwachsende Zellen mit 
DMEM 10% fötalem Kälberserum (FKS), L-Glutamin 2 mM, Streptomycin 50 μg ml
-1 
und Penicillin 50 U ml
-1 kultiviert. Die Zellen wurden je nach Teilungsrate zwei- bis 
dreimal pro Woche passagiert. Zunächst wurden die Zellen mit PBS (vorgewärmt auf 
37 °C) gewaschen. Anschließend wurde der Zellrasen mit Trypsin/EDTA (0,25% 
Trypsin, 1 mM EDTA in Hanks' Balanced Salt Solution ohne Kalzium und 
Magnesium, Biowithaker) überschichtet und für 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen 
wurden von der Kulturoberfläche gelöst und in Medium gewaschen (Zentrifugation: 5 
min, 1.600 U min
-1), in frischem Medium resuspendiert und in einer geeigneten 
Zelldichte in einem neuen Kulturgefäß ausgesät. 
3.2.1.3 Primäre  Blutzellen 
Soweit nicht abweichend beschrieben, wurden primäre Blutzellen in X-Vivo 15 mit 
5% humanem, hitzinaktiviertem AB-Serum, L-Glutamin 2 mM, IL-2 100 U ml
-1, 
HEPES-Puffer 20 mM kultiviert. Alle 1-3 Tage wurde die Lebendzellzahl mittels 




3.2.2  Lebendzellzahlbestimmmung mittels Trypanblau-Ausschluß 
Die Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Trypanblau-Färbung beruht auf dem 
Ausschluss des sauren Trypanblau durch die intakte Plasmamembran lebender 
Zellen. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und sind an der Blaufärbung 
erkennbar. Für die Färbung wurde die Zellsuspension im Volumenverhältnis von 1:1 
mit Trypanblau-Lösung (0,004% Trypanblau) verdünnt und nach einer 
Inkubationszeit von ca. 1 Minute im Auflichtmikroskop ausgezählt (Neubauer 
Zählkammer oder Kovar Glastic Slide 10 Zählkammer). Die Zellzahl pro Milliliter   Material und Methoden 
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wurde aus dem Produkt der Anzahl lebender Zellen pro Großquadrat, dem 
Verdünnungsfaktor und dem Volumenkorrekturfaktor 1 ⋅ 10
4 errechnet. 
3.2.3  Kryokonservierung von Zellen 
Als Vorbereitung zur Kryokonservierung wurden die Zellen geerntet (Zentrifugation: 5 
min, 1.600 U min
-1) und pro Einfrieransatz 0,5 bis 1,0 ⋅ 10
7 Zellen in einem Milliliter 
kaltem (4 °C) Einfriermedium (FKS mit 10% DMSO) resuspendiert und in 
Einfrierröhrchen überführt. Die Röhrchen wurden anschließend in eine Styropor-
Einfrierbox gesteckt und für maximal sieben Tage bei –80 °C gelagert. Für eine 
Langzeitlagerung wurden die Zellen in die Gasphase über flüssigem Stickstoff            
(-178°C) transferiert. 
3.2.4  Auftauen kryokonservierter Zellen 
Zum Auftauen wurde die Zellsuspension zügig im Wasserbad (37 °C) erwärmt und 
anschließend in 10-20 ml Medium überführt. Dann wurden die Zellen durch 
Zentrifugation (10 min, 1.200 U min
-1) pelletiert und in 2 ml frischem Medium 
aufgenommen. Schließlich wurde von den Zellen ein Verdünnungsreihe (1:2, 1:4, 
1:8) hergestellt und diese in einer 24-Lochplatte ausgesät und unter Standard-
Zellkulturbedingungen inkubiert. 
3.2.5 Isolierung  peripherer  mononukleärere Blutzellen aus Vollblut 
Peripheres venöses Blut wurde mittels EDTA-Monovetten (9,5 ml Volumen, Sarstedt) 
gesammelt. Das EDTA-Blut wurde mit PBS/EDTA (2 mM, Miltenyi) im Verhältnis 1:2 
verdünnt und 15–20 ml Ficoll (δ =1,077 g ml
-1, Seromed) mit dem verdünnten Blut 
überschichtet. Anschließend wurden die Zellen für 30 min bei 1500 g, ohne Bremse 
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Zellen der Interphase geerntet und 
zweimal in PBS/EDTA mit 0,5% HSA gewaschen. Die Zellen wurden dann im 
entsprechenden Zellkulturmedium aufgenommen und inkubiert. 
3.2.6  Gewinnung von Serum aus Frischblut 
Zur Gewinnung von autologem Serum wurden entweder Serummonovetten 
(Sarstedt) verwendet oder das Serum wurde direkt aus Frischblut gewonnen. Hierzu 
wurden die Blutzellen durch Zentrifugation (2000 U min
-1, 15 min) sedimentiert und 
der klare Plasmaüberstand abgenommen. Das Plasma wurde für 30 min bei 56°C im 
Wasserbad hitzinaktiviert und anschließend das ausgefallene Fibrin durch 
Zentrifugation (4000 U min
-1, 20 min) pelletiert. Der Serumüberstand wurde geerntet 
und bis zur Verwendung bei –80°C gelagert.   Material und Methoden 
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3.2.7 Depletion  CD8-positiver Zellen 
Die Depletion CD8
+ Blutzellen (CD8
+ T-Zellen und CD8
+ Natürliche Killerzellen) 
erfolgte mittels MACS CD8 MicroBeads (Miltenyi), gemäß Herstellerprotokoll. Die 
magnetischen Beads sind an ihrer Oberfläche mit αCD8-Antikörpern konjugiert und 
binden an die CD8
+ Zellen, die anschließend in einem Magnetfeld separiert werden 
können. Alle Lösungen und Säulen wurden bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. 
Nach der Isolierung mittels Dichtegradientenzentrifugation (siehe Kap. 3.2.5) wurden 
1  ⋅ 10
7 periphere mononukleäre Blutzellen in 80 µl PBS/EDTA (2 mM) mit 0,5% 
humanem Serumalbumin aufgenommen, mit 20 µl MACS CD8 MicroBeads versetzt 
und für 15 min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in PBS/EDTA/HSA 
gewaschen und in 500 µl Puffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann auf 
eine Depletionssäule (LD depletion column, Miltenyi), die zweimal mit 2 ml Puffer 
vorgespült wurde, gegeben. Die Säule wurde danach zweimal mit jeweils 2 ml Puffer 
gespült und der Durchfluss in einem sterilen 15 ml Zentrifugenröhrchen aufgefangen 
und auf eine zweite Depletionssäule überführt. Die nichtmarkierten Zellen wurden 
durch zweimaliges Spülen mit je 2 ml Puffer eluiert und in einem Zentrifugenröhrchen 
gesammelt. Die aufgefangenen Zellen wurden schließlich zentrifugiert (1.200 U min
-1, 
10 min) und im entsprechenden Medium in Kultur genommen. 
3.2.8 Produktion  retroviraler Vektorpartikel mittels transienter Transfektion 
Retrovirale Vektorpartikel wurden mittels transienter Kalziumphosphattransfektion  in 
Anjou65-Zellen produziert.  
Hierfür wurden am Tag vor der Transfektion 5-6 ⋅ 10
6 Anjou65-Zellen in DMEM 10% 
FKS in einer 10 cm-Petrischale ausgesät und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Unmittelbar vor der Transfektion wurde das Kulturmedium durch DMEM 10% FKS 
mit Chloroquine (25 µM) ersetzt. Zur Herstellung des Plasmidcocktails wurden 450 µl 
Wasser (Sigma) in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß (Eppendorf) überführt und darin die 
folgenden Plasmide gelöst: GALV-env-Expressionsplasmid M130 (1 µg), gag-pol-
Expressionsplasmid M57 (12,5 µg) und retrovirales Vektorplasmid (7,5 µg). 
Anschließend wurden 50 μl CaCl2-Lösung (2,5 M, Sigma) zugegeben und alles stark 
gemischt. Diese Lösung wurde in 500 μl HEPES-Puffer (Sigma) unter ständigem 
Mischen eingetropft. Um die Bildung von Präzipitatkristallen zu fördern wurde die 
Lösung 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Schließlich wurde die Präzipitat-
Suspension tropfenweise, gleichmäßig auf den Zellen verteilt. Nach sechs bis acht h 
Inkubation bei 37°C wurde das Medium durch 6 ml DMEM 10% FKS ohne 
Chloroquine ersetzt. Nach 12, 24, 36 und 48 h wurde das vektorhaltige Medium 
geerntet. Eventuell enthaltene Zellen und Zelltrümmer wurden durch Filtration mittels 
0,45  μm Membranfilter (Millipore) abgetrennt und die Überstände bis zur 
Verwendung bei –80°C gelagert.   Material und Methoden 
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3.2.9 Retroviraler  Gentransfer in Zelllinien 
•  Zellen der Zelllinie PM-1 
Pro well einer 24-Lochplatte wurden 2 ⋅ 10
5 PM-1-Zellen in 100 μl RPMI 10% FKS 
ausgesät und 1 ml vektorhaltiges Medium mit Protaminsulfat (4 µg ml
-1) addiert. Die 
Zellen wurden dann für 1 h zentrifugiert (2000 U min
-1, 31°C) und schließlich bei 
37°C inkubiert. Die Transduktion wurde nach 12 h wiederholt. Hierfür wurden die 
Zellen für 10 min zentrifugiert (2000 U min
-1, Raumtemperatur) und das Medium 
durch neues vektorhaltiges Medium mit Protaminsulfat (4 µg ml
-1) ersetzt. Abermals 
wurden die Zellen für 1 h zentrifugiert (2000 U min
-1, 31°C). Am folgenden Tag 
wurden die Zellen in frischem Medium ausgesät. 
•  Zellen der Zelllinie Rat-1  
Für die Transduktion von Rat-1-Zellen wurden pro well einer 24-Lochplatte 0,5-1 ⋅ 
10
5 Zellen in 1 ml DMEM 10% FKS ausgesät und für 12-16 h inkubiert. Nachdem die 
Zellen adhäriert waren wurde das Kulturmedium durch vektorhaltiges Medium 
ersetzt. Nach Zugabe von 1 μl Polybrene (4 mg ml
-1) wurden die Ansätze für 1 h 
zentrifugiert (2000 U min
-1, 31°C). Die Transduktion wurde am folgenden Tag 
wiederholt. 
3.2.10 Retroviraler Gentransfer in primäre periphere Blutzellen (Basisprotokoll) 
Die Entwicklung eines Protokolls zur retroviralen Transduktion primärer peripherer 
Blutzellen war unter anderem Gegenstand dieser Arbeit. Aus diesem Grund wird an 
dieser Stelle das Basisprotokoll beschrieben, von dem ausgehend die weiteren 
Entwicklungsarbeiten durchgeführt wurden. 
•  Prästimulation primärer Lymphozyten 
Frischisolierte periphere Lymphozyten (siehe Kap. 3.2.5) wurden in Medium (X-Vivo 
10 mit 10% FKS) auf eine Zelldichte von 1 ⋅ 10
6 Zellen ml
-1 eingestellt und OKT-3 (10 
µg ml
-1) und IL-2 (100 U ml
-1) zugegeben. Die Zellen wurden dann für drei Tage unter 
Standardbedingungen inkubiert. 
•  Transduktion primärer Lymphozyten 
Die vorstimulierten Zellen wurden geerntet, gezählt und mit Medium auf eine 
Zelldichte von 5 ⋅ 10
6 Zellen ml
-1 eingestellt. Je Ansatz wurden 100 µl Zellsuspension 
in einer 24-Lochplatte ausgesät und 1 ml vektorhaltiges Medium mit IL-2 (100 U ml
-1) 
und Protaminsulfat (4 μg ml
-1) zugegeben. Dann wurden die Zellen für 1 h 
zentrifugiert (2000 U min
-1, 31°C) und schließlich über Nacht bei 37°C inkubiert. Die 
Transduktion wurde nach 24 h wiederholt. Hierfür wurden die Zellen erst 
abzentrifugiert (10 min, 2000 U min
-1, Raumtemperatur) und in je 1 ml vektorhaltigem 
Medium aufgenommen. Abermals wurden Protaminsulfat (4 µg ml
-1) und IL-2 (100 U 
ml
-1) zugegeben und die Zellen 1 h zentrifugiert (2000 U min
-1, 31°C). Anschließend 
wurden die Zellen über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde der   Material und Methoden 
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Vektorüberstand durch frisches Medium mit IL-2 (100 U ml
-1) substituiert und die 
Zellen unter Standardbedingungen kultiviert. 
3.2.11 Vorbeladen von Zellkulturgefäßen mit retroviralen Vektorpartikeln 
KUHLCKE et al. (2002) publizierten ein Transduktionsverfahren, bei dem retrovirale 
Vektorpartikel durch Zentrifugation (2500 U min
-1, 30 min, 4°C) auf 
Kulturgefäßoberflächen angereichert werden. Die Zielzellen werden anschließend in 
frischem Medium in den vorbeladenen Gefäßen ausgesät. Die Autoren verwendeten 
für die Produktion der Vektorpartikel die etablierte Verpackungszelllinie PG13 
(MILLER et al., 1991, ATCC-Nr. 10686). Die Konzentrierung der Vektorpartikel auf der 
Kulturoberfläche soll die Kontaktwahrscheinlichkeit von Zellen und Vektorpartikel, 
und damit die Gentransferrate erhöhen. 
Für die Etablierung des Transduktionsprotokolls wurde das publizierte Verfahren 
getestet. Hierbei wurde je Ansatz 1 ml vektorhaltiges Medium in eine 24-Lochplatte 
gefüllt und für 30 min zentrifugiert (2500 U min
-1, 4°C). Anschließend wurde das 
Medium durch 1 ml vektorhaltiges Medium ersetzt und erneut zentrifugiert. Dieser 
Vorgang wurde insgesamt dreimal durchgeführt. Für die Transduktion wurden 5 ⋅ 10
5 
Zellen ml
-1 im entsprechenden Medium in der vorbeladenen Platte ausgesät. 
3.2.12 Beschichten von Kulturgefäßoberflächen mit RetroNectin 
RetroNectin (TaKaRa Biomedicals) ist ein recombinant hergestelltes 
Fibronektinfragment (KIMIZUKA  et al., 1991) von ∼63 kDa. Es besteht aus 574 
Aminosäuren, und enthält eine zentrale Zellbindungsdomäne, eine hochaffine 
Heparinbindungsdomäne und eine CS1-Domäne. Wie HANENBERG  et al. (1996) 
zeigten, kann der retrovirale Gentransfer durch RetroNectin gesteigert werden. 
Wahrscheinlich vermittelt es die Co-Lokalisierung von Zelle und Vektorpartikel durch 
Bindung beider Partner. 
Um den Einfluss von RetroNectin auf den retroviralen Gentransfer zu untersuchen, 
wurden Zellkulturgefäße mit RetroNectin beschichtet. Am Tag der Transduktion 
wurde hierfür, gemäß Herstellerprotokoll, eine RetroNectin-Lösung von 48 µg ml
-1 in 
H2O dest. hergestellt und über ein Membranfilter (0,22 µm) filtriert. Für die 
Beschichtung einer 6-Lochplatte wurde 1 ml dieser Lösung je Kulturvertiefung 
zugegeben und für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde jeder 
Ansatz dreimal mit je 4 ml PBS gespült. Die RetroNectin-beschichteten Platten 
wurden unverzüglich für die Transduktion verwendet.   Material und Methoden 
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3.2.13 Titration von HIV-Stocksuspensionen 
Für die Bestimmung der Viruskonzentration in Stocksuspensionen wurden TZM-bl-
Zellen (KIMPTON und EMERMAN, 1992, DERDEYN  et al. 2000) verwendet. Hierbei 
handelt es sich um ein transgenes Derivat der HeLa-Zelllinie. Die Zellen exprimieren 
den CD4-Rezeptor, die beiden Co-Rezeptoren CXCR4 und CCR5, sind damit 
permissiv für HIV. Die Zellen tragen zusätzlich ein Reporterkonstrukt, dass die Tat-
abhängige Expression der ß-Galactosidase vermittelt. Nach der Infektion mit HIV 
exprimiert die Zelle das Tat-Protein, das seinerseits die Expression des ß-gal-Genes 
auf dem Reporterkonstrukt iniziiert. Infizierte Zellen können nach Zugabe von X-gal 
durch Blaufärbung nachgewiesen werden. 
Am Tag vor der Infektion wurden 3,5 ⋅ 10
3 Zellen pro Loch einer 96-Lochplatte in 100 
µl Medium ausgesät und über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde die HIV-
Stocksuspension im Wasserbad (37°C) aufgetaut und eine Verdünnungsreihe aus 
zehn 2-fach Verdünnungen in Medium hergestellt. Mit jeder Verdünnung wurden fünf 
Ansätze mit je 100 µl beschickt und für 3 Tage inkubiert. 
Danach wurde das Medium von den Kulturen entfernt und dreimal mit je 100 µl PBS 
gewaschen. Um die Zellen zu fixieren wurden die Ansätze für 5 min mit je 100 µl 
PBS 1% Formaldehyd-0,2% Glutaraldehyd inkubiert und anschließend dreimal mit 
PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen für ca. 3 Stunden mit 100 µl Färbepuffer 
(Kaliumferrocyanid 3 mM, Kaliumferrocyanat 3 mM, MgCl2 1 mM, und X-gal 25 mg 
ml
-1 in PBS) inkubiert. Die blaugefärbten Zellen wurden im Lichtmikroskop gezählt. 
Für die Berechnung des Virusgehaltes der Stocksuspension wurde die Verdünnung 
gewählt, bei der zwischen 30 und 300 blaue Zellen pro Ansatz gezählt wurden. 
3.2.14 HIV-Infektionsversuche mit Zelllinien 
Für die Testung der inhibitorischen Aktivität retroviraler Vektorkonstrukte wurden pro 
Ansatz 2 ⋅ 10
5 transduzierte Zellen in 1 ml Medium in einer 24-Lochplatte ausgesät. 
Als Kontrolle für den Infektionsverlauf wurden untransduzierte und mit einem 
Kontrollvektor (Vektor ohne relevante Transgenkassette) transduzierte Zellen 
mitgeführt. Titrierte HIV-Stocksuspensionen wurden im Inkubator bei 37°C aufgetaut 
und unter starkem Vortexen gemischt. Anschließend wurden Verdünnungen in 
Kulturmedium hergestellt und die Kulturen durch Zugabe einer definierten 
Virusmenge infiziert. Nach 24 h wurden je Ansatz 500 µl frisches Kulturmedium 
addiert. Alle zwei bis drei Tage wurden 90 µl zellfreier Kulturüberstand geerntet und 
durch Zugabe von 10 µl NP-40 (5% in PBS) inaktiviert. Die Proben wurden bis zur 
Analyse der HIV-p24-Konzentration mittels ELISA bei –20°C gelagert. Nach der 
Pobenahme wurden die Zellen mit der Pipette resuspendiert und je Ansatz 1000 µl 
Zellsuspension durch 1100 µl frisches Kulturmedium ersetzt. 
Die Versuche wurden so lange weitergeführt bis die Kontrollzellen an der HIV-
Infektion zugrunde gegangen waren, in der Regel für 14 Tage.   Material und Methoden 
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3.2.15 HIV-Infektionsversuche mit primären Zellen 
Periphere Blutlymphozyten wurden transduziert und für insgesamt 12 Tage in Kultur 
gehalten. Nach dieser Zeit wurden residuelle CD8
+ Zellen mittels MACS CD8 
MicroBeads (Miltenyi) depletiert (s. Kap. 3.2.7) und die verbliebenen Zellen in einer 
Zelldichte von 5 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1 in X-VIVO 15 mit 5% AB-Serum und 100 IL-2 U ml
-1 
ausgesät. Die Zellen wurden durch Zugabe von gewaschenen XcyteDyna Beads 
(Dynal, 3 Beads pro Zelle) für 3 Tage stimuliert. Danach wurden Zellen und Beads 
durch wiederholtes Resuspendieren voneinander getrennt und die Beads im 
Handmagneten (Dynal) separiert. 
Die HIV-Stocksuspension wurde bei 37°C im Brutschrank aufgetaut und 
anschließend mit Medium auf die entsprechende Viruskonzentration eingestellt. 
Danach wurden die restimulierten Lymphozytenkulturen mit dem Virus infiziert. Nach 
24 h Inkubation wurden die Zellen für 10 min bei 2000 U min
-1 zentrifugiert und das 
Kulturmedium durch frisches Medium ausgetauscht. 
Alle zwei bis drei Tage wurden 90 µl Kulturüberstand für die Bestimmung des p24-
Antigengehaltes geerntet und durch Zugabe von 10 μl 5%-iger NP40-Lösung 
inaktiviert. Anschließend wurde die Lebendzellzahl nach Trypanblau-Färbung mittels 
Zählkammer bestimmt und die Zelldichte auf 5 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1 eingestellt. Die 
Proben für die p24-Gehaltsbestimmung wurden bis zur Analyse bei –20°C gelagert 
(s. Kap.3.2.16). Zur Bestimmung des Anteils transgenpositiver Zellen wurden 2 - 5 ⋅ 
10
5 Zellen geerntet und mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gefärbt. Um HIV in 
den Proben zu inaktivieren wurden die gefärbten Zellen für 10 min in 1 ml PBS mit 
1,5% Formaldehyd fixiert und anschließend für die durchflusszytometrische Analyse 
in 300 - 400 µl PBS resuspendiert. Im Intervall von 12 Tagen wurden die Zellen durch 
Inkubation mit Xcyte Dyna Beads restimuliert. 
3.2.16 Bestimmung der p24-Konzentration im Zellkulturüberstand mittels ELISA 
Zellen, die produktiv mit HIV infiziert sind exprimiert das HIV-Capsidprotein p24, das 
auch im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden kann. Eine fortschreitende 
Virusreplikation  in vitro korreliert mit einer steigenden p24-Konzentration im 
Kulturmedium. 
Die im Versuchsverlauf gesammelten und bei -80°C gelagerten Kulturüberstände 
wurden unmittelbar vor der Analyse aufgetaut. Für die Gehaltsbestimmung wurden 
Verdünnungsreihen aus 1:10-Verdünnungen hergestellt und jeweils 100 µl im Test 
eingesetzt. Der ELISA-Test (Innotest HIV Antigen mAB Kit, Innogenetics) wurde 
gemäß Herstellerprotokoll durchgeführt und zur Quantifizierung eine Standardgerade 
aus Verdünnungen des mitgelieferten p24-Standards erstellt. Für die Auswertung 
wurde eine lineare Regression der Standard-Messwerte berechnet.   Material und Methoden 
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3.2.17 Erzeugung T-20-resistenter Pseudotypviren 
RIMSKY  et al. publizierten 1998 Mutationen in der HR-1-Region von gp41, die 
Resistenz gegenüber T-20 vermitteln. Sequenzanalysen zeigten, dass die 
Substitutionen der Wild-Typ-Sequenz GIV zu SIM bzw. DTV ursächlich für die 
Resistenz waren. 
Auf Basis des Plasmides pSG-HxB2 (M104, HE et al., 1997), das das Hüllprotein 
HIVHxB2-Hüllprotein exprimiert, wurden mittels zielgerichteter Mutagenese 
(QuickChange Kit, Stratagene, Heidelberg) die publizierten Resistenzmutationen 
erzeugt (SIM-Derivat: Primer M140-SIM-F 5’-gccagacaattattgtctagtataatgcagcagcaga 
acaatttg-3’ und M140-SIM-R 5’-caaattgttctgctgctgcattatactagacaataattgtctggc-3’, 
DTV-Derivat: Primer M104-DTV-F 5’-gccagacaattattgtctgatacagtgcagcagcagaacaa 
tttg-3’ und M104-DTV-R 5’-caaattgttctgctgctgcactgtatcagacaataa ttgtctggc-3’). Die 
Durchführung erfolgte gemäß Herstellerprotokoll. Viruspartikel der HxB2-Varianten 
wurden mit einem 3-Plasmid-System erzeugt (NALDINI et al., 1996). Hierfür wurden 
293T Zellen mit dem Verpackungsplasmid pCMVΔR9, dem Transfer-Vektor 
pRRLsinCMVGFPpre und den env-Expressionsplasmiden transfiziert (s. Kap. 3.2.8). 
Das Plasmid pCMVΔR9 exprimiert mittels CMV-Promotor die für die Verpackung 
notwendigen Proteine (Gag, Pol, Tat und Rev). Die offenen Leserahmen von Env 
und Vpu sind durch Mutationen inaktiviert (NALDINI et al., 1996). Nur der Transfer-
Vektor pRRLsinCMVGFPpre ist mit einem Verpackungssignal ψ ausgestattet. Er 
exprimiert nur das Markerprotein eGFP unter der Kontrolle eines CMV-Promotors 
(DULL et al., 1998). Als Kontrolle wurden Pseudotypviren, die das Hüllprotein des 
Virus der vesiculären Stomatitis (VSV-G) tragen, erzeugt.   Material und Methoden 
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3.2.18 „Single round“-Infektionsassay 
Vektorpartikel, die mit verschiedenen Hüllproteinen ausgestattet waren (Erzeugung 
siehe 3.2.17) wurden für „single round“-Infektionsassays eingesetzt. Diese 
Pseudotypviren (Abb. 8) waren vermehrungsinkompetent und exprimierten nur GFP. 
Infizierte Zellen wurden im Durchflusszytometer detektiert. Es wurden HIVHxB2-
Hüllproteinvarianten verwendet, die eine Resistenz gegenüber T-20 vermitteln 
(RIMSKY et al., 1998). Als Kontrolle wurde das VSV-G-Hüllprotein verwendet, dessen 
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Abb. 8: Replikationskompetente Retroviren integrieren ihr Genom stabil in die Zell-DNA und 
exprimieren hiervon die Proteine, die zur Herstellung von Nachkommenviren gebraucht werden. Die 
für die single round-Infektionsassays produzierten replikationsdefekten Vektorpartikel übertragen 
keine Sequenzen, die für Struktur oder regulatorische Proteine codieren und sind daher nicht in der 
Lage Nachkommenviren zu produzieren. Die infizierte Zelle kann anhand der Markergenexpression 
(eGFP) z. B. durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. 
2  ⋅ 10
5 PM-1 MP1-neo- bzw. PM-1 M87o-Zellen wurden in einer 24-Lochplatte 
ausgesät und mit virushaltigem Kulturmedium überschichtet und für 1 h zentrifugiert 
(200 U min
-1, 31°C). Die Zellen wurden anschließend über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Die Prozedur wurde am folgenden Tag wiederholt und die Zellen wieder über Nacht 
bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen in PBS gewaschen 
(Zentrifugation, 1600 U min
-1, 8 min, Raumtemperatur) und in frischem Medium 
ausgesät (2 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1). Die Zellen wurden für weitere zwei Tag kultiviert und 
schließlich im Durchflusszytometer auf eGFP-Expression analysiert. Die 
Infektionsrate wurde aus dem prozentualen Anteil eGFP
+ Zellen bestimmt.   Material und Methoden 
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3.2.19 Nachweis von anti-C46 Antikörpern in Serumproben mittels Western Blot 
Zum Nachweis von anti-M87o-Antikörpern wurde die Western Blot-Technik 
eingesetzt. Hierfür wurde das M87o-Peptid recombinant in E. coli K12 hergestellt 
(recM87o-Stock 1,3 mg ml
-1, enthält die gesamte codierende Region inklusiv 
Signalpeptid) und mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
aufgetrennt. Hierfür wurde eine Mini-PROTEAN Gelkassette (Biorad) verwendet. Das 
12%-ige Trenngel (1.5 M Tris-HCl, pH 8,8) war mit einem 4%-igen Sammelgel (0,5 M 
Tris-HCl, pH 6,8) überschichtet. Das recM87o-Peptid wurde vor der Auftragung für 5 
min auf 100°C erhitzt und davon 1,2 µg pro Spur aufgetragen. Als Größenstandard 
wurden in einer Spur 10 µl Proteinstandard (Kaleidoscope, Biorad) aufgetragen. Die 
elektrophoretische Trennung erfolgte für ca. 60 min bei 200 V. 
Anschließend wurde das Gel auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (4 °C, 100 V, 
1 h). Nach dem Blotten wurde die Membran mit PBS 5% Milchpulver geblockt (1h, 
RT) und anschließend die einzelnen Spuren mit einer Schere voneinander getrennt 
und über Nacht bei 4 °C separat mit 10 ml Patientenplasma (1:100 verdünnt in PBST 
2,5% Milchpulver) inkubiert. Als Positivkontrolle wurde α-gp41-2F5 (MUSTER et al., 
1993, zur Verfügung gestellt von Prof. Katinger, Wien) mitgeführt (10 ml, 2,5 µg ml
-1 
in PBST 2,5% Milchpulver). Nach der Inkubation wurden die Membranen dreimal mit 
je 10 ml PBST gewaschen. 
Zum Nachweis gebundener Antikörper wurde ein Ziege-α-human-IgG-HRPO 
Sekundärantikörper (Dianova) in PBST 2,5% Milchpulver verdünnt (1:20.000). Je 
Testansatz wurden 10 ml Gebrauchslösung zugegeben und für eine Stunde bei 
Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert. Anschließen wurden die Streifen 
dreimal mit 10 ml PBST und danach dreimal mit 10 ml PBS für je zehn Minuten 
gewaschen. Für die Detektion wurde das ECLplus-Nachweisreagenz (Pharmacia) 
gemäß Herstellerprotokoll zusammengemischt und die Streifen mit 0,1 ml cm
-2 
überschichtet und für 5 min inkubiert. Anschließend wurden die Streifen für 
unterschiedliche Zeit auf Hyperfilm EC (Pharmacia) belichtet.   Material und Methoden 
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3.2.20 Durchflusszytometrie 
Die Expression von Markerproteinen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 
Dabei werden Zellen mittels Laserlicht abgetastet und Zellgröße und Granularität mit 
Hilfe der Lichtstreuung, die eine Zelle beim Durchtritt durch den Lichtstrahl 
verursacht, bestimmt. Zellstrukturen lassen sich nach Markierung mit Fluorochromen 
nachweisen. Hierfür werden die zu untersuchenden Zellbestandteile meist mit 
Antikörpern, an die fluoreszierende Stoffe wie z. B. Phycoerythrin (PE) oder 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gebunden sind, markiert. Im Laserstrahl werden 
diese Fluorochrome zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt, das detektiert wird. 
Die Stärke der Lichtemission ist hierbei proportional zur Menge an gebundenem 
Antikörper und stellt somit ein Maß für die Expressionshöhe des untersuchten 
Proteins dar. 
Direkte Antikörperfärbung:  Bei der direkten Antikörperfärbung wurde ein mit einem 
Fluorochrom konjugierter Antikörper eingesetzt. Je Färbeansatz wurden 2 - 5 ⋅ 10
5 
Zellen geerntet, in ein 4 ml Rundbodenröhrchen (FACS-Röhrschen, Falcon) 
überführt und in 20 µl Antikörperverdünnung (PBS mit 3% FKS) aufgenommen. Die 
optimale Menge an Antikörper wurde entweder den Angaben des Herstellers 
entnommen oder vorher experimentell bestimmt. Die Zellen wurden bei 4 °C für 30 
min mit Antikörper inkubiert und danach dreimal mit 3 ml FACS-Puffer (PBS/3% FKS) 
gewaschen (Zentrifugation 8 min, 1200 U min
-1). Abschließend wurden die Zellen in 
300 – 400 µl FACS-Puffer mit 1,5% Formaldehyd resuspendiert und bis zur Messung 
bei 4 °C gelagert. 
Indirekte Antikörperfärbung:  Zur Bestimmung der C46-Expression wurde ein 
indirektes Färbeprotokoll angewendet. Das C46-Peptid wurde hierbei durch Bindung 
des unkonjugierten Primärantikörpers  α-gp41-2F5 (MUSTER  et al., 1993, zur 
Verfügung gestellt von Prof. Katinger, Wien) markiert und dieser wurde durch 
Bindung eines PE-konjugierten Ziege-α-human-IgG Sekundärantikörpers (Dianova) 
nachgewiesen. Pro Ansatz wurden 2-5 ⋅ 10
5 Zellen geerntet, in ein 4 ml 
Rundbodenröhrchen (Falcon) überführt und in 20 µl Antikörperverdünnung (1 µg α-
gp41-2F5 pro Ansatz) resuspendiert. Die Zellen wurden für 30 min bei 4 °C inkubiert 
und anschließend dreimal mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation 8 min 
1.200 U min
-1). Dann wurden die Zellen in jeweils 20 μl einer Verdünnung des 
Zweitantikörpers (1:40 in FACS-Puffer) resuspendiert und für 30 min bei 4°C 
inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen und 
schließlich in 300 – 400 µl FACS-Puffer mit 1,5% Formaldehyd resuspendiert und bis 
zur Messung bei 4 °C gelagert. 
Messung und Auswertung: Die Messungen wurden mit den Durchflusszytometern 
FACScan oder FACSCalibur (Becton Dickinson) durchgeführt und mit Hilfe der 
CellQuest Pro Software (Becton Dickinson) ausgewertet.   Material und Methoden 
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3.2.21 Zellsortierung mittels FACSCalibur 
Zellen ohne Antibiotikumresistenzgen wurden mittels FACS-Sortierung angereichert. 
Hierfür kam das FACSCalibur (Becton Dickinson) zum Einsatz. Um sterile 
Sortierbedingungen zu gewährleisten wurden die Geräteleitungen initial für 30 min 
mit 70% Ethanol gespült und anschließend für 60 min mit sterilem PBS gewaschen. 
Der Sortiervorgang wurde mit Hilfe der CellQuest Pro Software (Becton Dickinson) 
gesteuert. 
Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen mittels Antikörperfärbung markiert und 
auf eine Zelldichte von 1 ⋅ 10
7 Zellen ml
-1 eingestellt. Bei GFP-exprimierenden Zellen 
konnte auf eine Antikörperfärbung verzichtet werden. Um eine ausreichende Reinheit 
des Sortierproduktes zu garantieren wurde die Ereignisrate während des 
Sortiervorgangs auf < 300 Sortierereignisse pro Sekunde begrenzt. Die positiv-
sortierten Zellen wurden in einem mit FKS beschichteten 50 ml Zentrifugenröhrchen 
(Falcon) aufgefangen, in dem 10 ml FKS vorgelegt waren. Für die Beschichtung 
wurden die Röhrchen mit 5 ml FKS beschickt und für 30 min auf einem 
Drehinkubator inkubiert. In der Regel wurden pro Röhrchen ca. 3 ⋅ 10
5 Zellen 
gesammelt. Die Zellen wurden anschließend zentrifugiert (Megafuge 1.0R, 8 min, 
1200 U min
-1, Raumtemperatur) und in 500 µl halbkonditioniertem Medium (1:1 
Mischung aus frischem und konditioniertem Medium) ausgesät und unter 
Standardbedingungen inkubiert. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurde ein Teil 
des Sortiergutes unverzüglich im Durchflusszytometer analysiert. Für weiterführende 
Experimente wurden ausschließlich Populationen mit einem Reinheitsgrad von > 
95% verwendet.   Material und Methoden 
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3.2.22 Assays zur Bestimmung der Zellproliferation 
3.2.22.1 ³H-Thymidin-Einbauassay 
Die Proliferation von Zellen geht immer auch mit der Neusynthese von DNA einher. 
Bietet man einer Zelle radioaktiv markierte DNA-Bausteine an, so werden diese 
unbesehen zur Synthese von DNA verwendet und finden sich in den 
neusynthetisierten Molekülen wieder. Für die Quantifizierung der Proliferation von 
Zellen mittels ³H-Thymidineinbau wurden 2 ⋅ 10
5 Zellen pro well einer 96-Lochplatte 
ausgesät und die Testagenzien in der zu testenden Konzentration addiert. Jede 
Bedingung wurde hierbei mindestens in Triplikaten angesetzt. Die Zellen wurden 
anschließend für 4 Tage bei 37°C inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden die 
Ansätze durch Zugabe von 20 µl einer 1:20-Verdünnung der Methyl-³H-Thymindin-
Stocklösung (1,0 mCi ml
-1, Amersham Pharmacia Biotech) für 6-8 h gepulst. Danach 
wurden die Zellen mit Hilfe des FilterMate Cell Harvesters (Packard) geerntet und die 
DNA auf einer Fiberglasfiltermembran (Packard) immobilisiert. Die Filtermembran 
wurde für ca. 24 h bei Raumtemperatur getrocknet und dann in einen 96-
Lochfilterhalter (Omni Filter Holder, Packard) montiert. Je Loch wurden 25 µl 
Szintillationsflüssigkeit (MicroScint 20, Packard) zugegeben. Die Menge an 
inkorporiertem ³H-Thymidin wurde anschließend im Szintillationszähler (TopCount 
NXT, Packard) detektiert. 
3.2.22.2  Bestimmung der akuten Toxizität antiretroviraler Therapeutika mittels Cell-
Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay Kit (Promega) 
Zur Bestimmung der akuten Toxizität antiretroviraler Therapeutika wurde der Cell-
Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega) eingesetzt. Lebende Zellen 
lassen sich durch die Produktion von ATP nachweisen. Das Prinzip des Assays 
beruht auf der Erzeugung eines Lumineszenzsignals durch Luziferase in 
Anwesenheit von ATP. Die konzentrationsabhängige Reduktion des Lumineszenz-
signals diente dann als Maß für die Toxizität einer Testsubstanz. Die Durchführung 
des Testes erfolgte gemäß Herstellerprotokoll. Pro Ansatz wurden 2 ⋅ 10
5 Zellen in 
200 µl Medium in einer 96-Lochplatte ausgesät und anschließend mit der 
Testsubstanz in entsprechender Konzentration inkubiert. Die Zellen wurden zwei bis 
vier Tage unter Standardbedingungen inkubiert. Nach der Inkubation wurden die 
Kulturen für ca. 30 min auf Raumtemperatur equilibriert. Anschließend wurden die 
Zellen gründlich resuspendiert und jeweils 100 µl Zellsuspension auf eine 96-
Lochluminometerplatte (Greiner) überführt. Das lyophilisierte Assay-Substrat wurde 
durch Zugabe des mitgelieferten Puffers rekonstituiert und je Ansatz 100 µl 
zugegeben. Hierdurch wurden die Zellen lysiert und das zelluläre ATP freigesetzt. 
Die Platte wurde nun für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um eine 
Stabilisierung des Lumineszenzsignals zu gewährleisten. Die Lumineszenz wurde 
anschließend im Luminometer (SPECTRAFluorplus, Tecan) detektiert und aus der   Material und Methoden 
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konzentrationsabhängigen Signalreduktion die IC50 der betreffenden Substanz 
bestimmt. 
3.2.23  Bestimmung des Transformationspotentials retroviraler Vektoren und deren 
Genprodukte mittels Weichagar-Koloniebildungsassay 
Die Rattenfibroblastenzelllinie Rat-1 (SMALL  et al., 1987, RICKETTS  et al., 1988) 
zeichnet ein geringes Potential zur Bildung von Kolonien in Weichagar aus. Ein 
transformierendes Ereignis verleiht den Zellen das Vermögen in Weichagar zu 
wachsen und kann durch die Bildung von Kolonien nachgewiesen werden. 
Zur Abschätzung des transformierenden Potentials des retroviralen Vektors M87o 
wurden Rat-1-Zellen mit M87o transduziert, nach α-gp41-2F5-Färbung mittels 
Durchflusszytometer auf M87o-Expression sortiert und im Weichagar-Assay auf 
Bildung von Kolonien untersucht. Als Negativkontrollen wurden unbehandelte Rat-1-
Zellen und mit M56a (SCHAMBACH et al., 2000; Vektor mit der Gensequenz des grün-
fluoreszierenden Proteins, GFP) transduzierte und FACS-sortierte Zellen verwendet. 
Als Positivkontrolle wurden Rat-1-Zellen mit M318 transduziert, einem retroviralen 
Vektor, der die Expression des großen T-Antigen des SV40-Virus (Simian Virus 40, 
Papovaviridae) vermittelt. SV40 verursacht bei neugeborenen Hamstern und Mäusen 
die Bildung von Tumoren. Das große T-Antigen bindet an zelluläre 
Tumorsuppressorproteine wie z.B. p53, und immortalisiert dadurch die Zelle. Der 
Vektor M318 exprimiert zusätzlich GFP, das als Sortierungsmarker verwendet wurde. 
Für den Weichagar-Assay wurden die Kulturvertiefungen einer 6-Lochplatte mit 
DMEM 10% FKS, 0,6% Agar-Agar beschickt. Je Ansatz wurden 5 ⋅ 10
4 Zellen in 
Medium mit 0,3% Agar-Agar ausplattiert. Die Ansätze wurden in je fünf Replikaten 
ausgesät. Nach zwei Tagen wurden die Kulturen mit jeweils 0,5 ml DMEM 10% FKS 
überschichtet. Alle zwei bis drei Tage wurde das überschichtete Medium 
ausgetauscht. Nach vierzehn Tagen wurden die sichtbaren Kolonien mit Hilfe eines 
Auflichtmikroskops (Leica) ausgezählt. Das transformierende Potential wurde aus der 
mittleren relativen Koloniebildungsrate ermittelt. Diese stellt das Verhältnis aus 
mittlerer Koloniezahl des Testansatzes und der mittleren Koloniezahl des 
untransduzierten Kontrollansatzes dar.  Ergebnisse 
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4.1  M87o, ein optimierter retroviraler Vektor für die Gentherapie der 
HIV-Infektion: Untersuchungen zur Wirksamkeit in vitro 
Der retrovirale Vektor M87 (HILDINGER et al. 2001) wurde von der Arbeitsgruppe VON 
LAER für die Gentherapie der HIV-Infektion entwickelt. M87 codiert die antivirale C36-
Sequenz, die homolog zu der des T-20 (WILD et al., 1992, KILBY et al., 1998; Kap. 
2.5.4.3, s. 14) ist und vermittelt deren membranständige Expression. HILDINGER et al. 
(2001) konnten zeigen, dass M87 die Replikation von HIV in vitro mehr als 100-fach 
inhibiert. Als Hemmmechanismus wurde eine Blockade der gp41-vermittelten 
Membranfusion identifiziert. Ausgehend von diesen Untersuchungen wurde M87 für 
eine klinische Anwendung weiter optimiert (EGELHOFER  et al. 2004a, EGELHOFER 
2004b). Der Aufbau des optimierten Konstruktes M87o ist in Abb. 9 skizziert. 
 
Abb. 9: Darstellung des retroviralen Vektors M87o. M87o codiert für das 46 Aminosäuren lange 
inhibitorische Peptid C46, die Linkerdomäne der humanen IgG2-Gelenkregion (huHIgG2) und die 
Transmembrandomäne des humanen tCD34 (tCD34-MSD). Als zweites inhibitorisches Prinzip ist eine 
RRE-decoy-Sequenz (RRE) eingeführt. Zur Erhöhung der Expression wurden die Codons der 
codierenden Sequenz auf humanen Codongebrauch adaptiert und ein wPRE (post-transcriptional 
responsive element des Woodchuck-Hepatitis B-Virus) eingeführt. Der Vektor enthält einen 
modifizierten MPSV leader (MP71). (SD = Spleiß-Donor, SA = Spleiß-Akzeptor, Ψ = 
Verpackungssignal psi, Abbildung nicht maßstabsgetreu) 
M87o vermittelt die zellmembrangebundene Expression  des antiviralen C46-
Peptides. Dieses leitet sich von der Transmembranuntereinheit gp41 (Aminosäuren 
643-678) des HIV-Hüllproteins ab. Das C46-Peptid verhindert durch Interaktion mit 
dem gp41-Protein die Fusion von Virus- und Zellmembran (siehe Kap. 2.3, s. 8). Für 
eine membrangebundene Expression wurde das C46-Peptid über eine flexible 
Verbindungsdomäne (Gelenkregion des humanen IgG2-Antikörpers) mit der 
Transmembrandomäne des humanen tCD34 (natürliche Spleißvariante ohne 
Signaldomäne, COMOLI et al., 1996) fusioniert. Das Signalpeptid des niederaffinen 
Nervenwachstumsfaktorrezeptors (low affinity nerve growth factor receptor, LNGFR) 
vermittelt die Translokation ins Endoplasmatische Reticulum und wird dort von einer 
Signalpeptidase abgespalten. Als zweites inhibitorisches Prinzip enthält M87o ein 41 
Basenpaare großes Fragment des rev response elements (RRE). Dieses inhibiert als 
RNA-Struktur den RRE-abhängigen, Rev-vermittelten Export einfach- und 
ungespleißter RNA (RRE-decoy, BAHNER et al., 1996; BAUER et al., 1997; BAHNER et 
al., 1997; KOHN, 2000). Um eine hohe Genexpression zu gewährleisten wurde der 
expressionsoptimierte Vektor MP71-PRE verwendet (SCHAMBACH  et al., 2000). 
Dessen retroviraler leader-Bereich (MP71 leader) enthält neben einem Spleiß-Donor  Ergebnisse 
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noch einen Spleiß-Akzeptor, woraus ein funktionelles Intron resultiert (HILDINGER et 
al., 1999). Das Spleißen des Introns erhöht den mRNA-Export, und damit die 
Transgenexpression (ZUFFEREY et al., 1999). Zusätzlich sind im leader-Bereich zwei 
der drei Startcodons (ATG) deletiert. Im 3’-Bereich enthält der Vektor ein post-
transcriptional responsive element des Woodchuck-Hepatitis B-Virus (wPRE, 
SCHAMBACH et al., 2000). Die transgencodierende Sequenz wurde, zur Verbesserung 
der C46-Expression in T-Zellen, auf humanen Codongebrauch adaptiert (HAAS et al., 
1996, DEML et al., 2001). 
4.1.1  M87o inhibiert die HIV-Infektion in Zelllinien 
Die inhibitorische Wirksamkeit des retroviralen Vektors M87o wurde zunächst in 
Zelllinien getestet. Hierfür wurden Zellen der T-Helferzelllinie PM-1 (LUSSO  et al., 
1995) mit M87o transduziert. Die M87o
+ Zellen wurden nach Markierung mit dem 
monoklonalen Antikörper 2F5 (αgp41, erkennt das Epitop ELDKWA im C46-Peptid, 
MUSTER et al., 1993; BUCHACHER et al., 1994) mittels Durchflusszytometer sortiert. 
Die Reinheit der Zellpopulation lag bei > 99 % (Abb. 10). 
 
C46-Expression 
PM-1 MP1neo  PM-1 M87o nach Sortierung 
 
Abb. 10: Zellen von PM-1 exprimieren das membranverankerte, inhibitorische Peptid C46 auf ihrer 
Oberfläche. Die Zellen wurden mit M87o transduziert und nach Antikörperfärbung mittels 
Durchflusszytometer auf M87o-Expression sortiert. Als Färbekontrolle dienten PM-1-Zellen, die mit 
einem irrelevanten Kontrollvektor (MP1neo) transduziert waren. 
Die sortierten PM-1 M87o-Zellen wurden mit HIV-1NL4-3 (ADACHI et al. 1986; MOI = 
0,001) infiziert. Zur Quantifizierung der Virusreplikation wurden an mehreren Tagen 
zellfreie Kulturüberstände geerntet und die Konzentration des HIV-1-Antigens p24 
mittels ELISA bestimmt. Wie aus Abb. 11 ersichtlich, wurde die Virusreplikation in 
den Kulturen der M87o
+ Zellen vollständig gehemmt.  Ergebnisse 
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Abb. 11: M87o hemmt effizient die Replikation von HIV-1. PM-1 Zellen wurden mit M87o transduziert, 
sortiert und anschließend mit HIV-1NL4-3 infiziert (MOI = 0,001). Als Kontrolle dienten Zellen, die mit 
dem irrelevanten retroviralen Vektor MP1neo transduziert wurden. Als Maß für die Virusreplikation 
wurde der p24-Gehalt in zellfreien Kulturüberständen mittels ELISA quantifiziert. 
In den Kontrollkulturen konnte sich das Virus ungehindert vermehren und die Zellen 
zerstören. Nach einer Inkubationsdauer von 15 Tagen waren fast alle ungeschützten 
Zellen zerstört. Im Gegensatz hierzu zeigten die Kulturen der M87o-positiven Zellen 
keine cytopathischen Viruseffekte und teilten sich ungehindert weiter. 
4.1.2  M87o hemmt T-20-resistente HIV-Stämme 
RIMSKY et al. (1998) publizierten Mutationen in der HR-1-Region von gp41 die zur 
Resistenz gegenüber T-20 führen (siehe auch Kap. 3.2.18). Ursache hierfür war die 
Substitution des Wild-Typ-Motivs GIV zu SIM bzw. DTV. Wird T-20 als Monotherapie 
appliziert kommt es auch in vivo relativ schnell zur Entwicklung resistenter Viren 
(KILBY  et al., 1998). WEI  et al. (2002) konnten in diesen Patienten ebenfalls 
Mutationen im GIV-Motiv von gp41 als ursächlich für die Resistenz nachweisen. Um 
zu testen, ob das C46-Peptid T-20-resistente HIV-1-Stämme inhibiert, wurden die 
publizierten Resistenzmutationen mittels zielgerichteter Mutagenese in die Sequenz 
des HIVHxB2-Hüllproteins (Expressionsplasmid pSG-HxB2, HE et al., 1997) eingeführt. 
Dann wurden retrovirale Vektorpartikel mit den verschiedenen Varianten des HIV-1-
Hüllproteins pseudotypisiert. Diese Pseudotypviren waren replikationsinkompetent 
und exprimierten nur GFP. Anschließend wurden PM-1 M87o-Zellen mit den 
Pseudotypviren inkubiert. Infizierte Zellen exprimierten GFP und wurden im 
Durchflusszytometer detektiert. Als Infektionskontrolle wurden VSV-G-
Pseudotypviren hergestellt, die nicht von membran-verankertem C46 gehemmt 
werden. PM-1 MP1neo-Zellen, die kein inhibitorisches Transgen exprimieren, dienten 
zur Quantifizierung der ungehemmten Infektion. 
In Abb. 12 sind die Ergebnisse als relative Infektion, bezogen auf die ungehemmte 
Kontrolle (MP1neo; 100% Infektion), dargestellt.  Ergebnisse 
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Abb. 12: Hemmversuch mit T-20-resistenten Pseudotypviren. PM-1-Zellen, die mit M87o bzw. dem 
Kontrollvektor MP1neo transduziert waren, wurden mit Pseudotypviren, die mit unterschiedlichen 
Hüllproteinen pseudotypisiert waren, infiziert. Dargestellt ist die Infektionsrate relativ zur Kontrolle. Alle 
T-20-resistenten HxB2-Derivate wurden durch das C46-Peptid effizient gehemmt. (HxB2 = Wildtyp, 
HxB2mtI bzw. HxB2mtII sind T-20-resistente HIV, VSV-G = Hüllprotein des Virus der vesikulären 
Stomatitis) 
Das C46-Peptid hemmt HxB2-Wildtyp wie T-20-resistente Mutanten gleichermaßen 
effizient und hat damit ein breiteres Wirkspektrum als das zur HIV-1-Therapie 
zugelassene T-20-Peptid. Trotz intensivster Anstrengungen ist es bis dato nicht 
gelungen, C46-resistente HIV-Varianten zu selektieren (LOHRENGEL et al., 2005). 
4.1.3  M87o schützt primäre T-Zellen vor der HIV-1-Infektion 
Nachdem das inhibitorische Potential im einfachen Zelllinienmodell gezeigt werden 
konnte (siehe auch EGELHOFER  et al., 2004; EGELHOFER, 2004), wurden primäre 
humane T-Zellen untersucht. 
Hierfür wurden periphere Lymphozyten gesunder Spender isoliert, mit M87o 
transduziert und mit HIV-1D117II, einem dualtropen HIV-1 (RÜBSAMEN-WAIGMANN et al., 
1989), infiziert. Zum Zeitpunkt der Infektion exprimierten etwa 24,2% der 
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Abb. 13: Periphere Blutlymphozyten exprimieren nach Transduktion mit M87o das inhibitorische C46-
Peptid auf ihrer Oberfläche. Die primären Zellen wurden mit dem retroviralen Vektor MP1neo (A) bzw. 
M87o (B) transduziert. Anschließend wurde die Oberflächenexpression des inhibitorischen C46-
Peptides nach 2F5-Färbung im Durchflusszytometer nachgewiesen.  Ergebnisse 
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Abb. 14 zeigt die populationsdynamischen Effekte der HIV-1-Replikation auf die 
Zusammensetzung von Lymphozytenkulturen. M87o
+ Zellen reicherten sich in der 
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Abb. 14: M87o-positive Zellen reicherten sich in Anwesenheit von HIV-1D117II an. GFP
+ Zellen, die 
keinen selektiven Überlebensvorteil besitzen, zeigten keine Anreicherung. Ohne Selektionsdruck blieb 
der Anteil M87o
+ Zellen konstant. 
Der Anteil der M87o
+ Zellen stieg unter dem Selektionsdruck des Virus von 24% auf 
82% an. In der nichtinfizierten Parallelkultur blieb der Anteil konstant. Da GFP den 
Zellen keinen Überlebensvorteil verleiht, konnten sich keine GFP
+ Zellen anreichern. 
Am Tag 38 war die infizierte GFP-Kultur vollständig abgestorben. 
Um die Virusreplikation zu bestimmen, wurde der Gehalt an p24-Antigen in zellfreiem 
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Abb. 15: Verlauf der HIV-Replikation, bestimmt aus dem p24-Gehalt im Kulturmedium. Das Virus 
vermehrte sich ungehindert in den ungeschützten Kulturen. Im Gegensatz hierzu replizierte das Virus 
in den M87o-Kulturen nur bis zum 14. Beobachtungstag ungehemmt. Danach war die p24-Produktion, 
und damit die Virusreplikation rückläufig.  Ergebnisse 
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Die HIV-Replikation verlief in den Kulturen der untransduzierten und GFP-
transduzierten Zellen sehr ähnlich. Die M87o-Mischkulturen exprimierten allerdings 
nur anfänglich vergleichbare p24-Mengen. Ab dem Zeitpunkt, als der Anteil der 
M87o
+ Zellen auf ca. 70% angestiegen war, wurde die Virusreplikation zunehmend 
inhibiert. 
Weiteren Aufschluss über den Verlauf der HIV-Replikation geben die Kurven der 
CD4
+ T-Zellpopulationen (Abb. 16). In den Kulturen der untransduzierten bzw. GFP-
transduzierten Zellen ging die Replikation mit einer Depletion der CD4
+ Zellen einher. 
In den M87o-Kulturen waren die CD4
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Abb. 16: M87o schützt CD4
+-Zellen. Der Anteil an CD4
+ Zellen nahm in den infizierten Kulturen der 
untransduzierten bzw. GFP-transduzierten Zellen kontinuierlich ab. Im Gegensatz hierzu blieb ihr 
Anteil in den M87o-transduzierten Proben stabil. 
Nachdem die antivirale Aktivität von M87o in Zelllinien und primären T-Zellen 
nachgewiesen war, wurden in vitro-Untersuchungen zur Toxizität des retroviralen 
Vektors durchgeführt.  Ergebnisse 
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4.2 Präklinische  in vitro-Untersuchungen zur Unbedenklichkeit von 
M87o 
Für die ex vivo-Gentherapie der HIV-Infektion müssen dem Patienten CD4
+ T-Zellen 
entnommen, genetisch modifiziert und reinfundiert werden. Bei dem in dieser Arbeit 
vorgestellten gentherapeutischen Verfahren stellen die autologen M87o
+/CD4
+ T-
Zellen ein individuell hergestelltes Arzneimittel dar. Für die in Verkehrbringung eines 
Arzneimittels müssen dessen Qualität, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit 
nachgewiesen werden. Die Qualität umfasst die stofflichen Eigenschaften, die durch 
das Herstellungsverfahren bestimmt sind. Unter Wirksamkeit versteht man die 
Summe der im Hinblick auf ein Behandlungsziel erwünschten Wirkungen. 
Arzneimittel können stets auch unerwünschte oder gar schädliche Wirkungen haben. 
Im Rahmen einer Unbedenklichkeitsprüfung muss bewertet werden, ob Ausmaß und 
Risiko des Auftretens einer unerwünschten Nebenwirkung in einem vertretbaren 
Verhältnis zum erwarteten Nutzen stehen. Bevor Arzneimittel im Rahmen einer 
klinischen Prüfung am Menschen untersucht werden dürfen, müssen diese in 
präklinischen Labor- und Tierversuchen auf pharmakologische Effekte und Toxizität 
charakterisiert werden. 
BAUM  et al. (2003) haben eine Zusammenstellung möglicher Nebenwirkungen 
retroviraler Gentherapien verfasst. Die Autoren beziehen sich in ihren Ausführungen 
auf hämatopoetische Stammzellen, aber die grundsätzlichen Verhältnisse lassen 
sich in vielen Punkten auch auf den retroviralen Gentransfer in periphere 
Lymphozyten übertragen. In Tab. 1 sind für die gentherapeutische Anwendung 
spezifische Nebenwirkungen zusammengestellt und mit Beispielen erläutert (aus 
BAUM et al., 2003; modifiziert). 
Tab. 1: Zusammenstellung gentherapiespezifischer Nebenwirkungen, die grundsätzlich bei der 
Anwendung in primären Lymphozyten zu erwarten sind. (aus BAUM et al., 2003, modifiziert) 
Nebenwirkung  
(Art oder Ursache) 
Beispiel 
• Kultureinflüsse  Einschränkung des T-Zellrezeptorrepertoires 
• Vektorpartikeltoxizität  Fusogene Eigenschaften der Hüllproteine 
• Genotoxizität  Insertionsmutagenese 
• Phänotoxizität  Interferenz des Transgenproduktes mit zellulären 
Prozessen wie Signalnetzwerken 
• Toxizität  des 
Selektionsverfahrens 




Elimination der manipulierten Zellen durch das 
Immunsystem des Rezipienten  Ergebnisse 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden präklinische Untersuchungen zur Abschätzung 
möglicher unerwünschter Wirkungen durchgeführt. In vitro-Assays wurden 
verwendet, um Fragen zur Geno- und Phänotoxizität zu beantworten. Fragen zur 
Immunogenität von M87o wurden im Rhesusaffenmodell untersucht (s. Kap. 4.3.2). 
Der Einfluss der Kulturbedingungen auf das T-Zellrezeptorrepertoire sollten erst 
später im Rahmen einer klinischen Studie untersucht werden und war daher nicht 
Bestandteil dieser Arbeit.  
4.2.1  Rat-1-Zellen werden von M87o nicht transformiert 
Seit ihrer Entdeckung durch Peyton Rous 1911 werden die Retroviren mit 
Neoplasien in Zusammenhang gebracht. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob 
der retrovirale Vektor M87o bzw. das von ihm exprimierte Transgen Zellen 
transformieren können. Hierfür wurde die Rattenfibroblastenzelllinie Rat-1 (SMALL et 
al., 1987; RICKETTS et al., 1988; KROSL et al., 1998) verwendet. Diese zeichnet ein 
geringes endogenes Potential (< 10
-5) zur Koloniebildung in Weichagar aus. Durch 
ein transformierendes Ereignis wird die Kontakthemmung, die das Zellwachstum 
normalerweise begrenzt, aufgehoben und die Zellen bilden in Weichagar Kolonien 





Rat-1 Rat-1  ST 
A B   
Abb. 17: Normale (A) Rat-1-Zellen, bilden in Weichagar keine Kolonien. Zellen, die durch Expression 
des großen T-Antigens von SV40 transformiert wurden (B), bilden dagegen Kolonien in Weichagar. 
Zur Abschätzung des transformierenden Potentials von M87o wurden Rat-1-Zellen 
transduziert, nach 2F5-Färbung mittels Durchflusszytometer auf M87o-Expression 
sortiert und in Weichagar-Assays (SMALL  et al., 1987, RICKETTS  et al., 1988) auf 
Bildung von Kolonien untersucht. Als Negativkontrolle wurden unbehandelte Rat-1-
Zellen und mit M56a (SCHAMBACH et al. 2000, Vektor mit der Gensequenz für GFP) 
transduzierte Zellen ebenfalls durchflusszytometrisch sortiert und analysiert. Als 
Positivkontrolle wurden Rat-1-Zellen mit M318 transduziert, einem retroviralen 
Vektor, der das große T-Antigen von SV40 (Simian Virus 40, Papovaviridae) 
exprimiert. SV40 verursacht bei neugeborenen Hamstern und Mäusen die Bildung 
von Tumoren. Das große T-Antigen bindet an zelluläre Tumorsuppressorproteine wie 
z. B. p53, und immortalisiert dadurch die Zelle (MODROW und FALKE, 1998). 
In Abb. 18 ist die mittlere relative Koloniebildungsrate, bezogen auf die 
untransduzierte Kontrolle, grafisch dargestellt. Die Koloniebildungsrate der M87o-
transduzierten Zellen war nicht signifikant höher als die der untransduzierten  Ergebnisse 
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Kontrollzellen, gleiches galt für die M56a-transduzierten Zellen. Im Gegensatz hierzu 





































Abb. 18: Rat-1-Zellen wurden durch Transduktion mit M87o nicht transformiert. Dargestellt sind die 
mittleren relativen Koloniebildungsraten (n = 5), bezogen auf untransduzierte Rat-1 Zellen. M87o 
erhöhte die relative Koloniebildungsrate nicht. 
Im Weichagar-Assay konnte für M87o kein erhöhtes Transformationspotential 
nachgewiesen werden. 
4.2.2  Die Expression von M87o verändert primäre Lymphozyten weder 
phänotypisch noch funktionell 
Für die Gentherapie der HIV-1-Infektion müssen große Mengen an T-Zellen ex vivo 
stimuliert, transduziert und expandiert werden. Durch diese Prozesse sollten die 
Zellen möglichst wenig in Funktionalität und Phänotyp modifiziert werden. Die 
funktionelle Integrität der Zellen lässt sich z.B. mit Hilfe von Stimulationsversuchen 
nachweisen. Hierbei werden die Zellen durch Zugabe eines mitogenen Stimulus zur 
Proliferation angeregt und das spezifische Zellwachstum mittels ³H-Thymidineinbau 
quantifiziert. Der Phänotyp der Zellen lässt sich durch Antikörperfärbung von 
Oberflächenantigenen im Durchflusszytometer bestimmen. 
4.2.2.1 Phänotypische Prüfung: M87o verändert die Expression charakteristischer 
Oberflächenmarker nicht 
Blutzellen lassen sich anhand ihrer Oberflächenmoleküle charakterisieren. In ersten 
Experimenten zur Phänotoxizität wurde daher untersucht, ob der Vektor M87o bzw. 
das exprimierte Transgen einen Einfluss auf die Expression charakteristischer 
Oberflächenmoleküle ausüben. Hierzu wurden periphere mononukleäre Blutzellen 
(PBMC, peripheral mononuclear blood cells) aus Frischblut gesunder Spender 
isoliert und mit M87o transduziert. Zur Kontrolle wurden untransduzierte Zellen, 
sowie Zellen, die mit M56a (exprimiert nur GFP) transduziert waren, parallel kultiviert.  Ergebnisse 
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Die mittleren Gentransferraten waren hierbei vergleichbar (M87o: 25,2% ± 8,3%; 
M56a: 30,62% ± 11,7%). 
Zur phänotypischen Charakterisierung der Zellpopulationen wurde die Expression 
verschiedener Oberflächenproteine (CD3, CD4, CD8, CD25, CD45RA) im 
Durchflusszytometer detektiert. Wie in Abb. 19 dargestellt hatte M87o keinen Einfluss 
auf die Verteilung der CD3/CD4- bzw. CD3/CD8-Subpopulationen. Als T-Zellen 
wurden alle Zellen definiert, die das CD3-Antigen exprimieren. Die Populationen 
bestanden zu annähernd 100% aus CD3
+ Zellen (untransduziert 97,1% ± 0,5%; 























Abb. 19: Die prozentuale Zusammensetzung der CD3
+-Subpopulationen blieb unbeeinflusst. Die 




Transduktion zeigte keine Veränderungen. (n = 3) 
Die prozentualen Anteile der CD25-, CD45RA-positiven Zellen sind in Tab. 2 
zusammengestellt. 
Tab. 2: Ergebnis der phänotypischen Charakterisierung der Zellpopulationen nach Transduktion. 





untransduzierte Zellen  97,1% ± 0,5%  69,2% ± 2,5%  3,9% ± 3,4% 
M87o-transduzierte Zellen  97,1% ± 0,4%  67,9% ± 0,5%  7,2% ± 6,0% 
Mehr als 2/3 der Zellen exprimierten das CD25-Antigen. Dieses Oberflächenantigen 
ist die α-Kette des hochaffinen IL-2-Rezeptors und wird von T-Zellen erst nach 
Antigenstimulation exprimiert. 
Ein geringer Anteil der Zellen exprimierte das CD45RA-Antigen. Dieses wird von 
naiven T-Zellen exprimiert. Diese sind durch den Phänotyp CD45RA
+/CD45RO
- 
charakterisiert. Naive T-Zellen hatten noch keinen Kontakt mit ihrem Antigen. Nach 
Antigenerkennung proliferieren diese Zellen und werden zu Effektorzellen (RILEY et 
al., 1998). Der Anteil CD45RA
+ Zellen war in der transduzierten Fraktion im Mittel 
(7,2% ± 6,0%) etwas erhöht. Der Anteil CD45RA
+ Zellen schwankte zwischen den 
drei getesteten Spendern sehr stark und die Unterschiede waren nicht signifikant.  Ergebnisse 
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4.2.2.2 Funktionelle  Prüfung: Die Stimulierbarkeit primärer T-Zellen wird durch M87o 
nicht verändert 
Nachdem die phänotypischen Untersuchungen gezeigt hatten, dass M87o in 
Lymphozyten die Expression charakteristischer Oberflächenmarker nicht beeinflusst, 
wurde untersucht, ob M87o die Funktion von T-Zellen beeinträchtigen kann. Eine 
wichtige Eigenschaft funktionsfähiger T-Zellen ist ihr Vermögen, nach der Erkennung 
eines MHC-gebundenen Antigens zu proliferieren. Das aktivierende Signal wird 
dabei durch den mit dem T-Zellrezeptorkomplex (TCR) assoziierten CD3-Komplex 
erzeugt. Die antigenspezifische TCR/MHC-Interaktion kann, in Gegenwart von 
Interleukin-2 durch Antikörper, wie OKT-3, die direkt an den CD3-Komplex binden, 
ersetzt werden. Da die T-Zellen hierbei unabhängig von Ihrer Antigenspezifität 
stimuliert werden, ist die resultierende Proliferation polyklonal. 
Für die funktionelle Charakterisierung primärer M87o
+ T-Zellen wurde die 
Proliferation nach polyklonaler OKT-3/IL-2-Stimulation untersucht. Hierzu wurden 
transduzierte T-Zellen mit OKT-3/IL-2 stimuliert. Die DNA-Neusynthese und damit 
das Zellwachstum wurde mit Hilfe des ³H-Thymidin-Einbaus quantifiziert. Abb. 20 
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Abb. 20: M87o hatte keinen Einfluss auf die Proliferation primärer T-Zellen. M87o-transduzierte und 
untransduzierte Zellen proliferierten nach Stimulation mit OKT-3/IL-2 gleich stark. (n = 3) 
Wie in Abb. 20 ersichtlich, proliferierten die M87o-transduzierten Zellen der drei 
Parallelkulturen nach OKT-3/IL-2-Stimulation (77.590 cpm ± 2.487) ebenso gut wie 
die untransduzierten Kontrollzellen (71.335 cpm ± 5.531). M87o hat demnach keinen 
nachweisbaren Einfluss auf die Funktionalität der T-Zellen in diesem Assay.  Ergebnisse 
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4.3 Untersuchungen zur Toxizität und Immunogenität der M87o-
Gentherapie im Rhesusmakakenmodell 
Die zellulären Tests zeigten für Vektor und Transgen weder transformierendes noch 
cytotoxisches Potential. Im syngenen, murinen T-Zelltransplantationsmodell wurden 
keine Anzeichen für Toxizität gefunden (VON LAER, persönliche Mitteilung), gleiches 
gilt für Untersuchungen im syngenen, murinen Knochenmarktransplantationsmodell 
(VON  LAER, persönliche Mitteilung). Zusammengenommen rechtfertigten die 
Ergebnisse aus den in vitro-Untersuchungen und den Mausmodellen weitere Studien 
zur Verträglichkeit im Rhesusaffenmodell. Wie DONAHUE und DUNBAR (2001) 
beschreiben, sind Ergebnisse aus autologen Transplantationsmodellen im 
Rhesusaffen (Macaca mulatta) sehr gute auf die Situation im humanen System 
übertragbar. Daher wurde zunächst ein Protokoll zur Transduktion peripherer 
Rhesusaffenlymphozyten entwickelt. 
4.3.1  Entwicklung des Transduktionsprotokolls für Rhesusaffenlymphozyten 
Allgemein lassen sich Transduktionsprozesse für primäre T-Zellen in drei Abschnitte 
gliedern: 
1. Prästimulation: Primäre T-Zellen liegen in der Peripherie meist in ruhendem 
Zustand vor. Retrovirale Vektoren, die sich vom murinen Leukämivirus (MLV) 
ableiten, können ihr Genom nur in sich-teilende Zellen integrieren (MILLER et al., 
1990). Nur zwischen mitotischer Pro- und Telophase, ist die Kernmembran 
aufgelöst und retrovirale Vektoren haben Zugang zum Chromatin. Sie sind nicht in 
der Lage aktiv die Kernmembran zu überwinden (ROE et al., 1993). Aus diesem 
Grund müssen T-Zellen vor der Transduktion zur Zellteilung angeregt werden. Um 
ein möglichst breites T-Zellrepertoire genetisch zu modifizieren, ist eine 
polyklonale Stimulation notwendig. Dies wird z. B. durch Stimulation mit 
Phytohämaglutinin (PHA, ein Bohnenlektin) oder Antikörpern, die gegen das CD3-
Antigen gerichtet sind, erreicht. 
2. Transduktion: Für die Übertragung der genetischen Information werden die 
stimulierten T-Zellen mit Vektorpartikeln inkubiert. Durch sequentiell wiederholte 
Transduktionen, oder durch die Zugabe von „Hilfsstoffen“, wie z. B. Protaminsulfat 
oder Polybrene, kann der Gentransfer erleichtert werden. 
3. Expansion: Die Anzahl an Zellen, die für eine autologe Transplantation aus dem 
peripheren Blut abgesammelt werden können, ist limitiert und für eine 
therapeutische Anwendung, im Rahmen der HIV-Gentherapie, zu gering. Aus 
Sicherheitsgründen sollte die Gentransferrate die 30%-Marke nicht überschreiten, 
da bei höheren Transferraten das statistische Risiko für Insertionsmutagenesen 
stark ansteigt (KUSTIKOVA  et al., 2003). Eine therapeutische Dosis genetisch 
modifizierter Zellen, lässt sich daher in der Regel nur dadurch gewinnen, dass die 
Zielzellen zusätzlich in vitro expandiert werden.  Ergebnisse 
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zunächst die einzelnen Teilschritte der 
Prästimulation, Transduktion und ex vivo-Expansion von Makakenzellen optimiert 
werden. 
4.3.1.1 Der  anti-CD3-Antikörpern SP34 eignet sich hervorragend zur Stimulation von 
Rhesusaffenlymphozyten 
T-Zellen können in vitro durch Antikörper stimuliert werden, die das CD3-
Oberflächenantigen binden (MOVASSAGH et al., 2000, siehe auch Kap. 4.2.2.2). Für 
die Etablierung des Transduktionsprotokolls sollten zunächst monoklonalen anti-
Rhesus-CD3-Antikörper getestet werden. Anti-humane Antiköper wie z. B. Okt-3 sind 
in der Regel nicht kreuzreaktiv und daher für die Stimulation von Rhesusaffen-
Lymphozyten ungeeignet. Aus diesem Grund wurden FN18 (BUNNELL et al., 1995) 
und SP34 (BERGER et al., 2003) getestet. 
Die Antikörper wurden auf den Oberflächen von Zellkulturschalen in verschiedenen 
Konzentrationen immobilisiert und die Zellen darin in Anwesenheit von IL-2 kultiviert. 
Die Proliferation wurde mittels ³H-Thymidin-Einbau quantifiziert. In Abb. 21 sind für 
den direkten Vergleich der beiden Antikörper die ermittelten Stimulationsindices 
(Stimulationswert bezogen auf Medium mit IL-2) wiedergegeben. SP34 stimulierte 
















Abb. 21: Titration von anti-CD3 SP34 und FN-18. Wiedergegeben sind die Stimulationsindices (SI) 
bezogen auf die Kontrolle mit Medium und IL-2. Der Simax-Wert ist nach SP34-Stimulation mit 4,9 ± 
0,05 deutlich höher als nach FN-18-Stimulation (Simax = 3 ± 0,25). Der Sättigungsbereich beider 
Antikörper beginnt bei einer Konzentration von 10 µg ml
-1. (n = 4) 
Die SP34-Titrationskurve folgt einer Dosis-Wirkungsbeziehung und geht ab einer 
Konzentration von 10 µg ml
-1 in die Sättigung. Die deutlich flacher verlaufende Kurve 
von FN-18 geht ebenfalls ab 10 µg ml
-1 in den Sättigungsbereich über. Für die 
nachfolgenden Untersuchungen wurde, soweit nicht abweichend vermerkt, SP34 in 
einer Konzentration von 10 µg ml
-1 verwendet.  Ergebnisse 
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4.3.1.2 Co-Stimulation:  α-CD28 oder IL2? 
Im Gegensatz zu der von BUNNELL et al. (1995) publizierten Kombination aus FN-18 
(50 ng ml
-1 in Lösung) und IL-2 (200 U ml
-1), beschrieben neuere Protokolle für 
klinische Anwendungen (LEVINE et al., 1998; MITSUYASU et al., 2000; DERKS et al., 
2002; LEVINE  et al., 2002) eine Kombination aus anti-CD3- und anti-CD28-
Antikörpern zur Stimulation von T-Zellen. FERRAND et al. (2000) konnten zeigen, dass 
die CD3/IL-2-Stimulation eine deutliche Einengung des T-Zellrezeptorrepertoires 
verursacht, während eine CD3/CD28-Stimulation dieses konserviert. 
Im Rahmen der Optimierung des Transduktionsprotokolls wurde untersucht, ob IL-2 
durch den monoklonalen anti-CD28-Antikörper Leu28 (ZHANG et al., 2003) ersetzt 
werden kann. Hierzu wurde SP34 auf der Oberfläche der Kulturschale immobilisiert 
und darin Blutlymphozyten mit Leu28 (1 µg ml
-1) inkubiert. Die Proliferation wurde 















Abb. 22: Vergleichende Darstellung der Proliferation nach Stimulation mit anti-CD3 SP34 in 
Anwesenheit von IL-2 (100 U ml
-1) bzw. in Anwesenheit von anti-CD28 Leu28 (1 µg ml
-1). Zur 
Kontrolle wurden Zellen mit Medium oder IL-2 (100 U ml
-1) mitgeführt. (n = 4) 
Wie aus Abb. 22 ersichtlich, wurde die Zellproliferation durch Co-Stimulation mit 
Leu28 (1 µg ml
-1) ebenso stark stimuliert wie durch IL-2/SP34. Aus diesem Grund 
wurde in den nachfolgenden Experimenten die Kombination SP34 (10 µg ml
-1)/Leu28 
(1 µg ml
-1) für die Prästimulation eingesetzt. Damit wurde auch den bereits von 
anderen Gruppen publizierten Daten, die weitere Vorteile der CD3/CD28-Stimulation 
zeigen ( z. B. Konservierung des T-Zellrezeptorrepertoires) Rechnung getragen.  Ergebnisse 
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4.3.1.3 FKS kann während der Kultur durch autologes Rhesusaffenserum ersetzt 
werden 
Die ex vivo-Kultur von Rhesusaffenzellen in FKS-haltigem Medium kann dazu führen, 
dass die Zellen infolge einer humoralen Immunreaktion gegen bovine Proteine 
abgestoßen werden (BUNNELL et al., 1997). Derartige Beobachtungen wurden bereits 
für das humane System publiziert (SELVAGGI et al., 1997; TUSCHONG et al., 2002; 
ANDERSEN  et al., 2004). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob das fötale 
Kälberserum durch autologes Rhesusaffenserum ersetzt werden kann. Die 
Schwierigkeit bestand hierbei darin, dass autologes Serum nur in sehr begrenztem 
Umfang zur Verfügung stand, also nach dem Grundsatz „so viel Proliferation wie 
nötig bei gleichzeitig so geringem Serumverbrauch wie möglich“ zu verfahren war. 
Um die Proliferation in Anwesenheit von autologem Serum zu untersuchen, wurden 
Affenlymphozyten mit SP34 und Leu28 stimuliert und in Anwesenheit von autologem, 
hitzinaktivierten Serum unterschiedlicher Konzentration inkubiert. Die Proliferation 
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Abb. 23: Die Proliferation der Makakenzellen in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen 
autologen, hitzinaktivierten Serums folgte einer Sättigungskurve. Ein Anteil von 5 Vol.-% ist 
ausreichend um hinreichende Proliferation zu gewährleisten, ohne einen zu hohen Serumbedarf zu 
verursachen. (Stimulation: SP34 1 µg ml
-1, Leu28 1 µg ml
-1) 
Die Proliferation folgte erwartungsgemäß einer Sättigungskurve. Ab einem 
Serumanteil von 5% flachte die Kurve deutlich ab und die Proliferation stieg mit der 
Erhöhung des Serumanteils immer geringer an. Für die weiteren Experimente wurde 
ein Anteil von 5% autologes Serum verwendet.  Ergebnisse 
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4.3.1.4 Periphere mononukleäre Blutzellen von Rhesusmakaken können ex vivo 
effizient transduziert werden 
Die etablierte Methode zur Vorstimulation peripherer Makakenlymphozyten wurde 
anschließend in Transduktionsversuchen getestet. Blutlymphozyten wurden für drei 
Tage mit SP34 und Leu28 stimuliert und transduziert. Die Zellen wurden nach der 
Transduktion (Kap. 3.2.10, s. 30) in Medium mit IL-2 (100 U ml
-1) expandiert. Zwei 
Tage nach Transduktion wurde die Gentransferrate, nach 2F5-Färbung, im 
Durchflusszytometer bestimmt. Wie in Abb. 24 wiedergegeben lag die 































































Abb. 24: Lymphozytenkulturen wurden mit dem etablierten Protokoll stimuliert und anschließend 
transduziert. Hierbei wurde eine Gentransferrate von 25% erreicht. 
Das in den Vorversuchen etablierte Stimulationsverfahren erlaubt ex vivo eine 
effiziente Transduktion primärer Rhesusaffenlymphozyten. 
4.3.1.5  Die Gentransferrate kann durch RetroNectin gesteigert werden 
Nachdem gezeigt wurde, dass mit den beschriebenen Prästimulationsbedingungen 
eine Gentransferrate von 25% erreicht werden kann, wurde untersucht, ob die 
Verwendung von RetroNectin-beschichteten Kulturgefäßen die Gentransferrate 
weiter steigert. RetroNectin ist ein ∼63 kDa großes Fibronektinfragment, das 
recombinant hergestellt wird (KIMIZUKA  et al., 1991). Es enthält eine zentrale 
Zellbindungsdomäne, eine hochaffine Heparinbindungsdomäne und eine CS1-
Domäne. Der retrovirale Gentransfer kann durch Anwesenheit von RetroNectin 
gesteigert werden  (HANENBERG  et al., 1996; POLLOK et al., 1997). RetroNectin 
vermittelt wahrscheinlich die Co-Lokalisierung von Zelle und Vektorpartikel durch 
Bindung beider Partner. 
Um den Einfluss von RetroNectin auf den retroviralen Gentransfer in 
Rhesusaffenlymphozyten zu untersuchen wurden periphere Blutlymphozyten für drei 
Tage mit SP34 und Leu28 vorstimuliert und anschließend transduziert. Hierfür 
wurden RetroNectin-beschichtete Zellkulturplatte verwendet. Als Kontrolle dienten 
herkömmliche 24 Lochplatten. Beide Plattentypen wurden mit Vektorüberstand  Ergebnisse 
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vorbeladen (Kap. 3.2.11, s. 31) und je Ansatz 1 ⋅ 10
6 Zellen in Vektorüberstand 
ausgesät. Schließlich wurden die Zellen für 90 min bei 30°C (BUNNELL et al., 1995) 
und 2000 UpM zentrifugiert. Die Transduktion wurde am folgenden Tag wiederholt. 
Die Gentransferraten wurden nach 2F5-Färbung im Durchflusszytometer bestimmt 









































Abb. 25: Vergleichende Gegenüberstellung der Gentransferraten in An- bzw. Abwesenheit von 
RetroNectin. Die Verwendung RetroNectin-beschichteter Kulturgefäße erhöhte die Gentransferrate 
deutlich (ohne RetroNectin 28,24% gegenüber 49,11% mit RetroNectin). 
Die Transduktionseffizienz konnte durch die Verwendung von RetroNectin fast 
verdoppelt werden (49,11% mit RetroNectin, 28,24% ohne RetroNectin). 
4.3.1.6  Das entwickelte Protokoll zur Transduktion primärer Rhesusaffen-
Lymphozyten 
Aus den dargestellten Versuchen wurde ein Protokoll für den retroviralen Gentransfer 
in primäre Rhesusaffenlymphozyten abgeleitet, das abschließend zusammenfassend 
skizziert werden soll. 
1. Prästimulation: 
-  in Anwesenheit von SP34 (10 µg ml
-1, immobilisiert), Leu28 (1 µg ml
-1) und 5% 
autologem Serum 
-  Dauer drei Tage 
2. Transduktion: 
-  Verwendung von RetroNectin 
-  Vorbeladen der Kulturoberfläche durch Aufzentrifugieren (30 min bei 4 °C und 
2500 UpM) von Vektorüberstand 
-  drei Transduktionen  
3. Expansion: 
-  In Medium mit 5% autologem Serum und IL-2 100 (U ml
-1). 
Das etablierte Transduktionsprotokoll wurde im Rahmen der nachfolgend 
beschriebenen präklinischen Studie zur Toxizität und Immunogenität der M87o-
Gentherapie im Rhesusmakakenmodell umgesetzt.  Ergebnisse 
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4.3.2  Das autologe Affentransplantationsmodell – Studie zur in vivo-Toxizität und 
Immunogenität 
Nachdem das Transduktionsprotokoll für Rhesusaffenlymphozyten definiert war, 
konnte das gentherapeutische Verfahren im Primatenmodell untersucht werden. Ziel 
der Studie war es, Daten über die Sicherheit des Verfahrens  und die in vivo-
Persistenz M87o
+ autologer T-Zellen zu erhalten. Durchgeführt wurde die Studie in 
Zusammenarbeit mit dem Biomedical Primate Research Center (B.P.R.C.) in 
Rijswijk, Holland. Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit wurde das Zelltransplantat 
hergestellt. Die Transplantation wurde von Fachpersonal am B.P.R.C. durchgeführt. 
Die Studienergebnisse sind nachfolgend zusammenfassend wiedergegeben. 
Für die Studie wurden zwei vierjährige, männliche Vertreter von Macaca mulatta 
ausgewählt. Zur Gewinnung der T-Zellen wurden je Affe zweimal 20 ml venöses Blut 
entnommen. Die Lymphozyten wurden isoliert und bis zur Verwendung 
kryokonserviert. Vier Wochen vor der Transplantation wurden die Zellen aufgetaut 
und gepoolt. Von dem Affen ID-No. 98006 wurden 3,2 ⋅ 10
7 Zellen und von dem 
Affen ID-No. 98023 wurden 3,6 ⋅ 10
7 Zellen geerntet. Diese wurden für 3 Tage mit 
SP34 (10 µg ml
-1) und Leu28 (1 µg ml
-1) in Medium mit 5% autologem Serum 
stimuliert. An den nachfolgenden drei Tagen wurden die Zellen täglich transduziert. 
Hierfür wurden Zellkulturplatten mit RetroNectin beschichtet und mit Vektorüberstand 
beladen. Um M87o-spezifische Immunreaktionen zu detektieren, wurden Zellen mit 
dem transkriptionell inaktiven M87o-Derivat M87i transduziert. M87i
+ Zellen wurden 
mittels quantitativer PCR (qPCR) nachgewiesen. 
Nach der Transduktion wurden die Zellen für zwei Tage in Medium mit IL-2 
expandiert und dann eingefroren. Die durchflusszytometrisch bestimmte Transferrate 
für M87o, bezogen auf CD4
+ Zellen, betrug bei beiden Tieren 11% (Tab. 3). 
Tab. 3: Phänotypische Charakterisierung der Zellpopulation nach Transduktion. (n. b. = nicht 
bestimmt) 











M87o  1,12 ⋅ 10
8  25 11  11 
98006 
M87i  1,00 ⋅ 10
8  26 n.b.  n.b. 
M87o  1,70 ⋅ 10
8  20 11  13 
98023 
M87i  1,50 ⋅ 10
8  20 n.b.  n.b. 
Dem Affen 98006 (5,0 kg Körpermasse) wurden insgesamt 3,08 ⋅ 10
6 M87o
+ CD4-
Zellen reinfundiert (6,2 ⋅ 10
5 M87o
+ CD4-Zellen kg
-1). Der Affe 98023 (4,65 kg 
Körpermasse) erhielt insgesamt 3,74 ⋅ 10
6 M87o




-1). Von den M87i-Kontrollzellen wurde eine Dosis von 1,04 ⋅ 10
5 (Affe 
98006) bzw. 1,29 ⋅ 10
5 (Affe 98023) M87i
+ CD4-Zellen kg
-1 transplantiert. 
Während der Infusion wurde keine akute Toxizität beobachtet. Vorübergehend traten 
leichte Veränderungen des Blutbildes (Blutglucose, Leberwerte) auf. Nach der  Ergebnisse 
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Reinfusion wurde eine moderate Zunahme der Gesamtblutzellzahl beobachtet, die 
von einer Zunahme der Granulozyten begleitet war. Tier 98006 zeigte eine Abnahme 
der Lymphozytenzahl. Alle Werte waren bereits am Tag 3 wieder im Normbereich. 
Die beobachteten Abweichungen sind wahrscheinlich der Narkose mit Ketamin 
zuzuschreiben und treten in diesem Zusammenhang regelmäßig auf (KOOPMAN, 
BPRC, persönliche Miteilung). Die Transplantation hatte keinen signifikanten Einfluss 
auf die Verteilung der B-Zellen und T-Zellpopulationen (CD4
+ bzw. CD8
+). Die 
Aktivierungsmarkerexpression (HLA-DR, CD25, CD69) zeigte innerhalb der CD4
+ 
Zellpopulation ebenfalls keine signifikanten Veränderungen. Die immunologischen 
Untersuchungen (Cytokinfärbung, Proliferationsassay, ELISPOT) ergaben keinen 
Hinweis auf eine zelluläre oder humorale Immunreaktion. Die histologischen 
Untersuchungen von Lymphgewebe ergaben ebenfalls keine Hinweise auf 
Veränderungen. 
Zusammengenommen betrachtet wurden im Affenmodell keine akut-toxischen 
Effekte, die dem gentherapeutischen Verfahren und keine Immunogenität, die M87o 
zugeordnet werden könnte, beobachtet. 
4.3.2.1 M87o-transduzierte Zellen können in vivo nachgewiesen werden 
Um den Verbleib der genetisch modifizierten Zellen in vivo zu verfolgen, wurden in 
regelmäßigen Abständen Blut und Gewebeproben entnommen und der Anteil 
transgenpositiver Zellen mittels quantitativer PCR (qPCR) bestimmt. Der 
immunochemische Nachweis M87o-positiver Zellen in Gewebeproben war aufgrund 
unspezifischer Hintergrundfärbung nicht brauchbar. Die Gentransferrate wurde direkt 
nach Transduktion mittels 2F5-Färbung und qPCR bestimmt, wobei die qPCR-
Ergebnisse mit 21% (98006) und 25% (98023) deutlich über dem Wert der 
immunochemischen Bestimmung (11%) lagen. Wahrscheinlich enthielten einige 
Zellen mehrere Vektorgenome. Dies kann mittels qPCR nicht aufgelöst werden und 
könnte die Überschätzung der Gentransferrate erklären. 
Da die 2F5-Färbung für die Bestimmung des Anteils M87o
+ Zellen in Gewebeproben 
nicht brauchbar war, sind hier die Ergebnisse der qPCR wiedergegeben. Im 
peripheren Blut waren bis 140 Tage nach Transplantation M87o
+ Zellen 
nachweisbar. Bei Affe 98023 waren M87o
+ Zellen mehr als drei Monate und bei Affe 
98006 mehr als vier Monate nach Transplantation nachweisbar. Dabei waren 
maximal 0,07% (98006) bzw. 0,21% (98023) der Zellen M87o
+. Am Ende des knapp 
sechsmonatigen Beobachtungszeitraumes waren diese allerdings weder in 
Lymphknoten noch in Milz oder Knochenmark detektierbar.  
Insgesamt lagen die Bestimmungen aber an der Detektionsgrenze der qPCR, sodass 
keine sichere Quantifizierung möglich war. In den Proben von Affe 98023 konnten 
M87i
+ Zellen, mit kleinen Unterbrechungen, ab ca. zwei Monate nach Transfusion 
detektiert werden. Da die immunologischen Untersuchungen (Cytokinfärbung, 
Proliferationsassay, ELISPOT, s. auch 4.3.2.1.1) keinen Hinweis auf eine zelluläre 
oder humorale Immunreaktion ergaben, ist dies wahrscheinlich nicht auf eine 
immunologische Abstoßungsreaktion gegen M87o zurückzuführen.  Ergebnisse 
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Tab. 4: Chronologische Aufstellung der qPCR-Wiederfindungsraten. (n.d. = nicht detektierbar, (2/3) = 
zwei von drei qPCR-Ansätzen positiv, (1/3) = einer von drei Ansätzen positiv) 
Affe 98006  Affe 98023  Tag der 
Probenahme 
Art des beprobten 
Gewebes  % M87o
+   % M87i
+ %  M87o
+   % M87i
+  
-131 Blut n.d.  n.d.  n.d.  n.d. 
-18 M87o-transduzierte  Zellen  21  n.d.  25  n.d. 
  M87i-transduzierte Zellen  n.d.  1  n.d.  1 
0  Blut (nach Infusion)  0,035  n.d.  0,105  n.d. 
1 Blut  0,015  n.d.  0,015  n.d. 
3 Blut  0,012 
(1/3) n.d.  0,0065 
(1/3) n.d. 
7 Blut  0,011 
(2/3) n.d.  0,015  n.d. 
 Lymphknoten n.d.  n.d.  0,001 
(1/3) n.d. 
14 Blut  0,0065 
(2/3) n.d.  0,002 
(1/3) n.d. 
21 Blut n.d.  n.d.  0,0001 
(1/3) n.d. 
42 Blut  0,005 
(1/3) n.d.  n.d.  n.d. 
70 Blut n.d.  0,001 
(1/3) n.d. 0,001 
(1/3) 
84 Blut n.d.  n.d.  n.d.  0,0005 
(1/3)
98 Blut n.d.  n.d.  0,007
(1/3) 0,0015 
(1/3)
112 Blut n.d.  n.d.  n.d.  0,0015 
(1/3)
140 Blut  0,003 
(1/3) n.d.  n.d.  0,0005 
(1/3)
154 Blut n.d.  n.d.  n.d.  0,0015 
(2/3)
168 Blut n.d.  n.d.  n.d.  0,0005 
(1/3)
178 Lymphknoten n.d.  n.d.  n.d.  n.d. 
  Milz n.d.  n.d.  n.d.  n.d. 
  Knochenmark n.d.  n.d.  n.d.  0,0005 
(1/3) Ergebnisse 
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4.3.2.1.1 Nachweis  von  C46-spezifischen Antikörpern 
Neben den Untersuchungen der zellulären Immunantwort wurde untersucht, ob 
M87o eine Antikörperantwort auslöst. Hierfür wurde das M87o-Peptid (einschließlich 
Signalpeptid) recombinant in E. coli exprimiert und auf Nitrocellulosemembranen 
geblottet. Die Membranen wurden anschließend mit den Testseren inkubiert und 
gebundene Antikörper mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-Rhesus Antikörper 
nachgewiesen. Als Positivkontrolle wurde der 2F5-Antikörper verwendet, der mit 
einem Peroxidase-gekoppelten anti-humanen Antikörper detektiert wurde. Als 
Nachweis für die Spezifität wurden die Seren mit T-20 vorinkubiert, wodurch im Falle 
des 2F5-Standards die spezifischen Banden „ausgelöscht“ wurden. Wie aus Abb. 26 
ersichtlich, konnten keine anti-M87o Antikörper in den Serumproben der 
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Abb. 26: Nachweis von anti-M87o-Antikörpern in Seren der Versuchstiere mittels Western Blot-
Technik. In den Serumproben konnten keine anti-M87o-Antikörper nachgewiesen werden. Nur der 
2F5-Kontrollantikörper entwickelte die typischen Banden. A: Recombinant hergestelltes M87o wurde 
auf Nitrocellulose geblottet und mit Serumproben, die vor (-126 Tage) bzw. nach Transplantation (+70 
Tage) entnommen wurden, inkubiert. B: Um die Spezifität der Kontrollbanden nachzuweisen, wurden 
die Ansätze mit T-20 vorinkubiert, was zum Verschwinden der M87o-Banden führte. 
Dies ist ein weiterer wichtiger Hinweis dafür, dass M87o nicht immunogen wirkt und 
damit der gentherapeutische Ansatz kein erhöhtes Risiko für immunologische 
Nebenwirkungen aufweist.  Ergebnisse 
     62
4.4  Vorbereitungen für eine klinische Studie der Phase I/II: 
Entwicklung eines Protokolls für die Produktion genetisch 
modifizierter Lymphozyten HIV-infizierter Spender 
Nachdem  in vitro die Wirksamkeit des antiviralen Prinzips gezeigt war und die 
Untersuchungen zur Immunogenität und Toxizität die Unbedenklichkeit des 
Verfahrens belegt hatten, sollte eine klinische Studie zur Toxizität und Wirksamkeit 
(Phase I/II) an freiwilligen HIV-positiven Probanden durchgeführt werden. Zu diesem 
Zweck sollte ein Protokoll für die Produktion M87o-modifizierter T-Zellen, HIV-
positiver Spender, im relevanten Maßstab (mindestens 5 ⋅ 10
8 M87o
+ CD4-T-Zellen 
pro Spender) entwickelt werden. 
Das für die Studie definierte Probandenkollektiv bestand aus „austherapierten“ 
Patienten deren konventionelle antiretrovirale Therapie bereits durch das Auftreten 
multiresistenter Viren unwirksam geworden war. Als weitere Studieneinschluß-
Kriterien war eine Viruslast von >5.000 Kopien ml
-1 und einer CD4-Zellzahl von 50 - 
200 µl
-1 Blut definiert worden. Hieraus ergaben sich besondere Probleme: 
• Niedrige  Ausgangszellzahl: Um die angestrebte Zellzahl, von der eine 
therapeutische Wirkung erwartet wurde, zu generieren war bei der niedrigen CD4-
Zellzahl eine ex vivo-Expansion der Zellen unverzichtbar, wobei die Kulturdauer so 
kurz wie möglich gehalten werden sollte. 
•  Ex vivo-Expansion von HIV: Während der Kultur musste die Virusreplikation 
effektiv gehemmt werden. Einerseits sollte damit die, theoretisch mögliche in vitro-
Selektion M87o-resitenter Viren verhindert werden, andererseits war die 
Superinfektion der Patienten mit in vitro expandiertem HIV nicht vertretbar. 
• Multiresistente  HIV: Da die konventionelle antiretrovirale Therapie in vivo versagt 
hatte, war es nötig, einen neuen Medikamentencocktail zu definieren, der in vitro 
die Viren aller Studienpatienten effektiv hemmt. Bei der Auswahl der 
Hemmsubstanzen und der anschließenden Dosisfindung musste berücksichtigt 
werden, dass diese den retroviralen Gentransfer beeinträchtigen und die Zellen 
schädigen können.  Ergebnisse 
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4.4.1 CD8
+ T-Zellen können sehr effektiv depletiert werden 
Die CD8
+ T-Zellen konkurrieren während der Herstellung des Zellpräparates mit den 
CD4
+ T-Zellen um Stimulus, Nährstoffe und um Vektorpartikel. Das Ziel des 
therapeutischen Ansatzes ist der Schutz der CD4
+ T-Zellen, daher sollten die CD8
+ 
T-Zellen vor der Prästimulation depletiert werden. 
Hierfür wurden antikörpergekoppelte magnetische Beads der Firmen Dynal und 
Miltenyi getestet. PBMC HIV-1-positiver Spender (n = 8) wurden über einen 
Dichtegradienten aufgereinigt und die CD8-Zellen mittels anti-CD8-Beads markiert 
und, gemäß Herstellerprotokoll, in einem Magnetfeld von den unmarkierten Zellen 
separiert. Die CD8-Anteile wurden nach Antikörperfärbung für die 
Ausgangspopulation und die depletierten Fraktionen mittels Durchflusszytometer 




























Abb. 27: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von CD8-Depletionsversuchen mit CD8-Beads 
der Firmen Dynal und Miltenyi. Die Depletion mit Dynal-CD8-Beads ergab im Mittel (je Protokoll n = 4) 
mit 9,08% ± 4,85% einen höheren CD8-Restanteil als mit MACS CD8 MicroBeads (1,5% ± 0,79%). 
Die CD8-Depletion mittels MACS CD8 MicroBeads ergab eine deutlich reinere 
Zellfraktion als die Depletion mittels Dynal-System. Mit dem Miltenyi-System wurden 
im Mittel 93,9% ± 2,5% der CD8-Zellen depletiert. Dagegen wurden mit dem Dynal-
System im Mittel nur 64,1% ± 9,1% der CD8-Zellen depletiert. Für alle folgenden 
Experimente wurde das MACS CD8 MicroBeads-System zur CD8-Depletion 
eingesetzt.  Ergebnisse 
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4.4.2 Stimulationsbedingungen - Vergleich CD3/CD28-Beads/IL-2 und OKT-3/IL-2 
Wie bereits in Kap. 4.3.1.1 dargestellt, müssen primäre periphere Blutlymphozyten 
zur Teilung angeregt werden, bevor die retrovirale Transduktion erfolgen kann. In der 
Literatur finden sich verschiedene Protokolle zur Stimulation humaner PBMC. Einige 
publizierte Transdukionsprotokolle beschreiben die Verwendung von OKT-3 und IL-2 
zur initialen Stimulation peripherer Blutlymphozyten (ROBERTS et al., 1994, BUNNELL 
et al., 1995; COOPER  et al., 1999). In Vorversuchen wurde, mittels ³H-
Thymidineinbau-Assay, die optimale OKT-3-Konzentration in Anwesenheit von IL-2 
(100 U ml
-1) bestimmt. Die Ergebnisse der Experimente bestätigten den publizierten 
Optimalwert von 10 ng OKT-3 ml
-1. 
In jüngster Zeit wurden vermehrt Kombinationen aus anti-CD3- und anti-CD28-
Antikörpern zur Stimulation von T-Zellen eingesetzt (LEVINE et al., 1998; WALKER et 
al., 2000; MITSUYASU et al., 2000; DEERKS et al., 2002). Hierfür waren die Antikörper 
häufig auf der Oberfläche von super-paramagnetischen Kügelchen (z. B. 
Dynaspheres® MS-4.5-REK, 4.5 μm im Durchmesser, Dynal) immobilisiert. Mit 
dieser Methode können CD4
+ T-Zellen polyklonal stimuliert werden (LEVINE  et al. 
1995, 1997). CD3/CD28-Beads inhibieren zusätzlich die Replikation von HIV 
(BARKER et al., 1998). OKT-3/IL-2-stimulierte T-Zellpopulationen weisen in der Regel 
ein deutlich eingeschränktes T-Zellrezeptorrepertoire auf (FERRAND et al., 2000). Das 
kompromittierte T-Zellrepertoire des HIV-Patienten (GOROCHOV  et al., 1998) sollte 
durch das gentherapeutische Verfahren möglichst nicht weiter eingeschränkt werden. 
Um die beste Stimulationsmethode für die Anwendung im Rahmen der klinischen 
Studie zu definieren wurden die Etablierungsarbeit mit dem direkten Vergleich der 
beiden Stimulationsarten (OKT-3/IL-2 versus CD3/CD28-Beads) begonnen.  Ergebnisse 
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4.4.2.1  Durch Stimulation mit CD3/CD28-Beads/IL-2 kann die Zellausbeute 
gesteigert werden 
Zu Beginn der Untersuchungen wurde ein direkter Vergleich der Stimulation von T-
Zellen mittels OKT-3/IL-2 bzw. CD3/CD28-Beads/IL-2 durchgeführt. Hierfür wurden 
PBMC gesunder Spender (n = 3) nach CD8-Depletion für vier Tage mit OKT-3/IL-2 
bzw. CD3/CD28-Beads/IL-2 (3 Beads pro Zelle) stimuliert. Anschließend wurden die 
Zellen resuspendiert, die Beads entfernt und die OKT-3/IL-2-stimulierten Zellen in 
Medium gewaschen. Danach wurden die Zellen in frischem Medium mit IL-2 (100 U 
ml
-1) ausgesät. Die Lebendzellzahl wurde alle zwei bis vier Tage nach 
Trypanblaufärbung im Lichtmikroskop bestimmt und die Zelldichte auf 5 · 10
5 Zellen 
ml
-1 eingestellt. Die Zellen waren für insgesamt 11 Tage in Kultur. In Abb. 28 sind die 


















Abb. 28: Vergleichende Darstellung der mittleren Wachstumskurven (n = 3). Nach Stimulation mit Hilfe 
von CD3/CD28-Beads/IL-2 wuchsen die Zellen mit höherer Wachstumsrate als nach Stimulation mit 
OKT-3/IL-2. Darüber hinaus wurde nach 11-tägiger Kultur in den CD3/CD28-Beads/IL-2-Ansätzen im 
Mittel ein 3,4-fach höherer Zellertrag erzielt. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass die T-Zellen nach CD3/CD28-Bead/IL-2-Stimulation 
deutlich stärker und schneller expandieren als nach Stimulation mit OKT-3/IL-2. Die 
in Abb. 28 eingezeichneten Standardabweichungen der Mittelwertkurven spiegeln die 
hohe Spendervariabilität wieder. Zur genaueren Charakterisierung des 
Zellwachstums wurden die mittleren Expansionsfaktoren für beide 
Stimulationsbedingungen ermittelt. Nach CD3/CD28-Bead/IL-2-Stimulation 
expandierten die Zellen im Mittel um den Faktor 144 ± 69, während Stimulation mit 
OKT-3/IL-2 lediglich eine Expansion um den Faktor 33 ± 17 bewirkte. 
Die Studienpatienten hatten nur 50 - 200 CD4-Zellen µl
-1 Blut. Um einen 
Mindestertrag von 5 ⋅ 10
8 M87o
+ CD4-T-Zellen zu gewährleisten war es wichtig eine 
Verfahren zu definieren, dass eine möglichst hohe ex vivo Expansionsrate aufweist.  Ergebnisse 
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4.4.2.2 CD3/CD28-Bead/IL-2-Stimulation hat keinen Einfluss auf die Expression   
wichtiger Oberflächenantigene 
Neben einer ausreichenden Expansion war der Erhalt der T-Zellfunktion für die Wahl 
der geeigneten Stimulationsmethode ausschlaggebend. FERRAND  et al. (2000) 
konnten zeigen, dass das T-Zell-Rezeptorrepertoire bei Stimulation mittels 
CD3/CD28-Beads erhalten bleibt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression 
ausgesuchter Oberflächenmoleküle vergleichend untersucht. Hierfür wurden Zellen 
mit OKT-3/IL-2 bzw. CD3/CD28-Beads/IL-2 stimuliert (Durchführung s. Kap. 4.4.2.1) 
und die Expression von CD3, CD4, CD25, CD28, CD154, CD62L über den 
Untersuchungszeitraum bestimmt.  
Wie in Abb. 29 dargestellt, akkumulierten die CD4
+ T-Zellen bis zu einem Anteil von 

































Abb. 29: Vergleichende Darstellung der mittleren Verteilung (n = 3) der CD3
+/CD4
+ Zellen im Verlauf 
der Kultur. 
Zur weiteren phänotypischen Charakterisierung der T-Zellpopulationen ist in Abb. 30 













































Abb. 30: Vergleichende Darstellung der Aktivierungsmarkerexpression der CD4
+ Zellen nach elftägiger 
Kultur. Der Anteil der CD28
+, CD62L
+ und CD154
+ CD4-Zellen zeigte in beiden Stimulationsanreihen 
keinen signifikanten Unterschied.   Ergebnisse 
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CD28 wird von T- und B-Zellen exprimiert und ist an der Aktivierung naiver T-Zellen 
beteiligt. Es dient als Rezeptor für co-stimulatorische Signale, die über das CD80- 
bzw. das CD86-Molekül ausgelöst werden. 
CD62L (L-Selectin) wird von T- und B-Zellen, Monozyten und NK-Zellen exprimiert 
und ist eine Adhäsionsmolekül, das die Anlagerung und das Entlangrollen von 
Leukozyten am Endothel vermittelt und damit für das „homing“ der T-Zellen eine 
wichtige Rolle spielt. 
CD154 wird von aktivierten CD4
+ T-Zellen exprimiert und ist als Ligand des CD40-
Rezeptors an der Aktivierung von B-Zellen beteiligt. 
Die Expression von CD28, CD154 und CD62L ist nach Stimulation mit CD3/CD28-
Bead/IL-2, im Vergleich zur Stimulation mit OKT-3/IL-2 nicht verändert. 
4.4.3 Stimulation mit CD3/CD28-Beads/IL-2 erlaubt eine effiziente retrovirale 
Transduktion 
Neben dem Einfluss der beiden Stimulationsbedingungen auf das Zellwachstum und 
die Expression von Aktivierungsmarkern, wurde deren Einfluss auf die Transduktion 
mit M87o untersucht. Hierzu wurden CD8-depletierte, periphere Blutlymphozyten mit 
OKT-3/IL-2 bzw. CD3/CD28-Beads/IL-2 stimuliert (Durchführung s. Kap. 4.4.2.1) und 
mit M87o transduziert. Die Transduktionseffizienz wurde drei Tage nach der 
Transduktion mittels Antikörperfärbung im Durchflusszytometer bestimmt. Wie in 






























Abb. 31: Gegenüberstellung der mittleren Gentransferraten (n = 2) nach Stimulation mit OKT-3/IL-2 
bzw. CD3/CD28-Beads/IL-2. Die untersuchten Stimulationsmethoden ergeben vergleichbare 
Gentransferraten.  Ergebnisse 
     68
4.4.4 CD3/CD28-Beads  interferieren  mit dem Transduktionsprozess und müssen 
nach der Stimulation entfernt werden 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Transduktionsrate durch CD3/CD28-
Bead/IL-2-Stimulation nicht reduziert wird, wurde untersucht, ob die Transduktion in 
Anwesenheit von CD3/CD28-Beads möglich ist. 
Hierfür wurden CD8-depletierte, periphere Blutlymphozyten für drei Tage mit 
CD3/CD28-Beads stimuliert. Anschließend wurden diese in Anwesenheit bzw. 
Abwesenheit von CD3/CD28-Beads mit M87o transduziert. Drei Tage nach der 
Transduktion wurde die Gentransferrate nach Antikörperfärbung im 
Durchflusszytometer bestimmt. Vor der Färbung wurden die verbliebenen Beads 
































Abb. 32: Vergleichende Darstellung der mittleren Transduktionseffizienz (n = 2) in Anwesenheit bzw. 
Abwesenheit von CD3/CD28-Beads. Die Beads verringerten die Gentransferrate.  
Wie aus Abb. 32 ersichtlich, war die Transduktionseffizienz in Anwesenheit der 
CD3/CD28-Beads deutlich herabgesetzt. Die Beads begünstigen die Bildung von 
Zellklumpen, was dazu geführt haben könnte, dass nicht alle Zellen für Vektorpartikel 
zugänglich waren. Die Bead-Zell-Aggregate sind besonders in der frühen 
Stimulationsphase fest verbunden und erst unter vehementem Resuspendieren 
trennbar. Mikroskopische Analysen zeigten, dass die Bead-Zell-Aggregate vier Tage 
nach Initiation der Stimulation zu zerfallen beginnen und das manuelle Abtrennen der 
Beads erleichtert ist. Die Expansion der Prästimulation auf vier Tage veränderte die 
Gentransferrate nicht.  Ergebnisse 
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4.4.5  Kultur und Transduktion von T-Zellen HIV-1-positiver Spender 
Bei der Kultur der T-Zellen HIV-1-infizierter Spender, die den Einschlusskriterien der 
klinischen Studie entsprachen, traten folgende zusätzliche Schwierigkeiten auf: 
1. Proviren-tragende T-Zellen können durch Stimulation zur Produktion von HIV 
angeregt werden (GOWDA et al., 1989; KORIN et al., 1998; BARKER et al., 1998). 
Die Virusvermehrung musste in vitro effektiv unterdrückt werden, da hohe 
Zellverluste durch cytopathische Viruseffekte zu befürchten waren, und 
grundsätzlich die Gefahr der „ex vivo-Resistenzzüchtung“ bestand. Aus ethischer 
Sicht ist die Transplantation eines hoch virusbelasteten Zellpräparates nicht zu 
verantworten. 
2.  Die Zahl der CD4
+ T-Zellen im Blut der Spender betrug maximal 200 µl
-1. 
Zunächst wurde untersucht, wie stark HIV
+ T-Zellen nach Stimulation HIV replizieren. 
Hierzu wurden T-Zellen HIV-1-infizierter Spender mit CD3/CD28-Beads/IL-2 
stimuliert und für 10 Tage kultiviert. Am Ende der Kultur wurde, als Maß für die 
Virusreplikation, der p24-Gehalt in zellfreien Kulturüberständen mittels ELISA 
bestimmt. Wie in Abb. 33 dargestellt, konnte keine Korrelation zwischen 
Ausgangsviruslast und in vitro-Replikation hergestellt werden. So war z. B. in den 
Zellkulturen der Spender mit der höchsten Viruslast (700.000 bzw. 800.000 RNA-
Kopien ml
-1) kein p24 nachweisbar. Interessanterweise wurden auch Zellen eines 
nachgewiesenermaßen HIV-infizierten Spenders untersucht, bei dem im peripheren 
Blut kein Virus mittels PCR nachgewiesen werden konnte (Detektionslimit: 25 Kopien 
ml







































Abb. 33: Das Niveau der in vitro-Replikation korrelierte nicht mit der Ausgangsviruslast. Acht von 
insgesamt dreizehn Kulturen, darunter auch die Proben der beiden Spender mit der höchsten 
Viruslast (700.000 bzw. 800.000 RNA-Kopien ml
-1), zeigten unter den verwendeten Kulturbedingungen 
keine nachweisbare Virusreplikation (Detektionslimit der durchgeführten Bestimmung 1.500 pg ml
-1), 
während die Kulturen eines Patienten mit einer Viruslast von >25 Kopien ml
-1 mit 27.000 pg ml
-1 
deutlich positiv waren.  Ergebnisse 
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Die beobachtete Hemmung der Virusreplikation ist möglicherweise durch die 
antivirale Wirkung der CD3/CD28-Bead-Stimulation erklärbar, so konnten BARKER et 
al. (1998) zeigen, dass die HIV-1-Ausbreitung in infizierten T-Zellkulturen in 
Anwesenheit von CD3/CD28-Beads stark gehemmt war. 
Die Inhibition konnte aber nicht in allen Kulturen beobachtet werden. Für die 
Herstellung der klinischen Zellpräparate musste eine zuverlässige Strategie 
entwickelt werden, die in vitro die effektive Hemmung der Virusreplikation garantiert. 
4.4.5.1 Antiretrovirale Medikamente wurden für die Verwendung bei der Herstellung 
der Zellpräparate getestet 
Für den Einsatz in der ex vivo-Kultur wurde eine Reihe zugelassener antiretroviraler 
Medikamente untersucht. Diese sind für die Anwendung im Menschen hinreichend 
pharmakologisch und toxikologisch charakterisiert und werden gemäß Arzneimittel-
Gesetz hergestellt. 
Für die Auswahl der getesteten Substanzen war die Verfügbarkeit einer geeigneten 
Formulierung entscheidend. Es wurden wässrige, oder im Falle von Nelfinavir, 
ethanolische Lösungen untersucht. Als Maß für die Toxizität wurde die 
Zellproliferation im ³H-Thymidin-Einbauassay bestimmt. Hierfür wurden frisch isolierte 
PBMC mit CD3/CD28-Beads/IL-2 stimuliert und mit Verdünnungsreihen der 
Testsubstanzen inkubiert. Zur Charakterisierung der Toxizität wurde die IC50, jene 
Konzentration, bei der die Proliferation nur noch 50% des Normalwertes erreicht, 
bestimmt (s. Tab. 5). 
Tab. 5: Zusammenstellung der ermittelten IC50-Werte der getesteten antiretroviralen Medikamente. 
Substanzklasse Testsubstanz  IC50 
Amprenavir 6  µM  Proteaseinhibitor 
Nelfinavir 46  µM 
Stavudin 70  µM  Nucleosidische RTI 
Didanosine 8  µM 
Fusionsinhibitor  T-20  10 mg ml
-1  Ergebnisse 
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4.4.5.2 Antiretrovirale Therapeutika können mit den Prozessen des retroviralen 
Gentransfers interferieren 
Nachdem die IC50-Werte der ausgewählten antiretroviralen Therapeutika bestimmt 
waren, wurde untersucht, ob die Medikamente den Gentransfer beeinflussen. Die 
Prozesse der retroviralen Transduktion sind denen der HIV-Infektion ähnlich und 
antiretrovirale Medikamente können mit den MLV-Homologen ihrer Zielproteine 
wechselwirken und den Gentransfer stören. 
Daher wurde der retrovirale Gentransfer in Anwesenheit der ausgewählten 
Substanzen genauer untersucht. Hierzu wurden PBMC gesunder Spender in 
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen antiviraler Testpräparate für drei 
Tage mit CD3/CD28-Beads/IL-2 stimuliert und mit M87o transduziert. Nach weiteren 
drei Tagen wurden die C46
+ Zellen, nach 2F5-Färbung, im Durchflusszytometer 
detektiert. Aus den Ergebnissen wurden die in Tab. 6 zusammengestellten IC0-
Werte, also die maximale Konzentration, die noch keinen Einfluss auf die 
Transduktion hat, bestimmt.  
Tab. 6: Zusammenstellung der ermittelten IC0-Werte der untersuchten antiviralen Medikamente. In 
den angegebenen Konzentrationen tritt keine Hemmung der Transduktion mit M87o auf. 
Substanzklasse Testsubstanz  IC0  Transduktion 
Amprenavir 0,3  µM  Proteaseinhibitor 
Nelfinavir 8,0  µM 
Nucleosidische RTI  Stavudin  0,4 µM 
Fusionsinhibitor  T-20  25,0 µg ml
-1  Ergebnisse 
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4.4.5.3  Die Replikation multiresistenter HIV wird durch Amprenavir, Nelfinavir und 
T-20 zuverlässig unterdrückt 
In einer Reihe von Vorversuchen wurde eine Kombination aus Amprenavir (0,3 µM), 
Nelfinavir (1 µM) und T-20 (10 µg ml
-1) entwickelt, die die Replikation multiresistenter 
HIV in vitro zuverlässig inhibiert. Zur Testung der Hemmeffizienz des ausgewählten 
Cocktails wurden CD8-depletierte PBMC eines HIV-1-infizierten Spenders mit 
CD3/CD28-Beads stimuliert. Nach vier Tagen wurden die Beads entfernt und die 
Zellen in frischem Medium ausgesät. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit dem 
multiresistenten HIV-1HV57 überinfiziert. Am Tag darauf wurden die Zellen gewaschen 
und in Medium mit bzw. ohne antivirale Medikamente ausgesät. Ab dem zweiten Tag 
nach Infektion wurde täglich zellfreier Kulturüberstand geerntet und der p24-Gehalt 
bestimmt. Die Zellen wurden zweimal in Medium gewaschen und erneut ausgesät. 
Auf diese Weise wurde die p24-Menge bestimmt, die jeweils über 24 h produziert 





































Abb. 34: Vergleichende Darstellung der HIV-1-Replikation (gemessen als p24-Gehalt in 
Zellkulturüberständen, n = 3) mit und ohne antiviralen Medikamentencocktail. CD8-depletierte PBMC 
eines HIV-1-infizierten Spenders wurden mit HIV-1HV57 überinfiziert und mit bzw. ohne 
Medikamentencocktail kultiviert. (A = Amprenavir 0,3 µM, N = Nelfinavir 1,0 µM, T = T-20 10 µg ml
-1) 
Wie aus Abb. 34 ersichtlich, konnte mit dem Cocktail aus Amprenavir (0,3 µM), 
Nelfinavir (1,0 µM) und T-20 (10 µg ml
-1) die Replikation von HIV-1HV57 sehr effektiv 
inhibiert werden. Für die weiteren Untersuchungen wurde dieser Cocktail 
beibehalten.  Ergebnisse 
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4.4.6  Das optimierte Transduktionsprotokoll für die klinische Anwendung 
Aus den Ergebnissen der beschriebenen Experimente wurde ein optimiertes 
Transduktionsprotokoll abgeleitet. Nachfolgend sind die einzelnen Schritte 
zusammenfassend dargestellt: 
1.  Aufreinigung der Zielzellen: 
-  Depletion der CD8
+ Zellfraktion mittels MACS CD8 MicroBeads 
-  Anreicherung der Zielzellen durch Inkubation mit CD3/CD28-Beads (3 Beads 
pro CD3
+ Zelle, 30 min) und Extraktion der gebundenen Zellen 
2. Prästimulation: 
-  Stimulation der Zellen mit CD3/CD28-Beads und IL-2 (100 U ml
-1) in 
Gegenwart von Nelfinavir (1 µM) und Amprenavir (0,33 µM) für vier Tage 
-  Erneute Zugabe der antiretroviralen Therapeutika (AT: Amprenavir 0,33 µM, 
Nelfinavir 1 µM, T-20 10 µg ml
-1) am dritten Tag 
3. Transduktion: 
-  Magnetische Extraktion der CD3/CD28-Beads 
-  Zweimaliges Vorbeladen der Zellkulturgefäße mit Vektorüberstand 
-  Aussaat der Zellen (5 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1) in einem mit Vektorpartikeln 
vorbeladenen Kulturgefäß in Medium mit AT und IL-2 (100 U ml
-1), Inkubation 
bei 37 °C 
-  Wiederholung der Transduktion am folgenden Tag 
4. Expansion: 
-  Expansion der Zellen (Zelldichte 0,5 – 1,0 ⋅ 10
6 Zellen ml
-1) in Medium mit AT 
und IL-2 (200 U ml
-1) bis zum Erreichen der Zielzellzahl 
Das hier dargestellte Transduktionsprotokoll wurde anschließend im 
Versuchsmaßstab getestet. Hierfür wurden Blutproben von HIV-1-Patienten, die den 
Studienkriterien entsprachen, verwendet.  Ergebnisse 
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4.4.7  Testung des Protokolls im Versuchsmaßstab 
Für die Testung im Versuchsmaßstab (small scale) wurden Zellen von drei HIV-1
+ 
Spendern, die den Einschlusskriterien der klinischen Studie entsprachen, eingesetzt. 
Die peripheren mononukleären Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation 
aus Vollblut isoliert und die CD8
+ Zellen mittels MACS CD8 MicroBeads depletiert. 
Die CD8-depletierte Zellpopulation wurde anschließend für 30 min mit CD3/CD28-
Beads (Dynal, 3 Beads pro CD3
+ Zelle) inkubiert und die gebundenen Zellen mit Hilfe 
eines Handmagneten extrahiert. Die angereicherten CD3
+ Zellen wurden in frischem 
Medium mit IL-2 (100 U ml
-1), Nelfinavir (1µM) und Amprenavir (0,33 µM) in einer 
Zelldichte von 5 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1 bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle für die Wirksamkeit 
des antiviralen Cocktails wurden Parallelkulturen ohne AT angelegt. Nach dreitägiger 
Inkubation wurden Amprenavir (0,33 µM), Nelfinavir (1 µM) und T-20 (10 µg ml
-1) 
zugegeben. Am folgenden Tag wurden die CD3/CD28-Beads von den Zellen 
abgelöst und aus der Kultur entfernt. Anschließend wurde die Lebendzellzahl mittels 
Trypanblaufärbung bestimmt und die Zellen mit M87o transduziert. Für die 
Transduktion wurden pro Ansatz 5 ⋅ 10
5 Zellen auf einer zweifach mit 
Vektorüberstand vorbeladenen 24-Lochplatte ausgesät. Ein Teil der Zellen wurde als 
Transduktionskontrolle in Medium mit AT parallelkultiviert. Die Lebendzellzahl wurde 
täglich bestimmt und ab einer Zelldichte von 1 ⋅ 10
6 Zellen ml
-1 wurde die 
Zellsuspension, nach dem in Tab. 8 wiedergegebenen Schema, auf eine Zelldichte 
von 5 - 10 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1 eingestellt. Pro Ansatz wurden auf diese Weise ca. 2 ⋅ 10
6 
Zellen in Kultur gehalten. Die Kultur wurde am Tag 10 beendet. 






























S 1 M87o mit AT S 1 M87o ohne AT
S 2 M87o mit AT S 2 M87o ohne AT
S 3 M87o mit AT S 3 M87o ohne AT
Prästimulation Transduktion Expansion
 
Abb. 35: Umsetzung des vorgeschlagenen Protokolls im Versuchsmaßstab. Wachstumsverlauf von T-
Zellen HIV-1-positiver Spender. Die verwendeten antiretroviralen Therapeutika (AT) hatten keinen 
negativen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der untersuchten Zellen. (S 1 - S 3 = Spender 1 – 3)  Ergebnisse 
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Wie in Abb. 36 wiedergegeben expandierten die Zellen im Mittel (n = 3) nach 
Transduktion mit AT 153-fach (± 35-fach), ohne AT 135-fach (± 28-fach) und 
untransduziert mit AT 132-fach (± 61-fach). Es wurden keine signifikanten 

























Abb. 36: Gegenüberstellung der mittleren Expansionsfaktoren (n = 3). Die Vermehrungsfaktoren 
zeigen keine signifikante Abhängigkeit von den Kulturbedingungen auf. 
Die Zellpopulationen wurden am Ende der Expansionsphase weiter charakterisiert. 
Hierfür wurden die CD4
+ und CD8
+ T-Zellpopulationen mittels Antikörperfärbung 
markiert und im Durchflusszytometer nachgewiesen. Die mittlere prozentuale 
























Abb. 37: Vergleichende Darstellung der Zusammensetzung der Zellpopulationen (Mittelwerte, n = 3) 
am Erntetag (Tag 10). Die Erntepopulationen waren fast ausschließlich CD3
+/CD4
+-Zellen. In 
Anwesenheit der antiretroviralen Therapeutika waren die CD4
+ T-Zellen effektiv geschützt. 
Wie erwartet, hatte die Transduktion keinen Einfluss auf die Zusammensetzung der 
T-Zellpopulation. In beiden Fällen (mit und ohne Transduktion) bestand die 
Zellpopulation am Erntetag im Mittel zu 92% aus T-Zellen (CD3
+), davon hatten über 
90% (M87o-Ansatz 96% ± 1,3%, untransduziert 92% ± 4,8%) den Phänotyp 
CD3
+/CD4
+. Die Kulturen ohne antiretrovirale Medikamente hatten am Erntetag im 
Mittel einen geringeren CD4-Anteil. Diese Beobachtung war bei einem Patienten  Ergebnisse 
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besonders ausgeprägt. Hier betrug der CD3
+/CD4
+-Anteil in der Kultur mit AT 95,1%, 
während der Anteil in der Parallelkultur ohne AT auf 61,5% gesunken war. Die Zellen 
dieses Patienten zeigten ohne AT die höchste Virusreplikation (Tab. 7), in den 
Kulturen mit AT wurde die Virusreplikation dagegen vollständig gehemmt. 
Um die Höhe der in vitro-Replikation genauer zu quantifizieren, wurden am Erntetag 
(Tag 10) zellfreie Kulturüberstände gesammelt und der Gehalt an p24-Antigen mittels 
ELISA bestimmt. Wie Tab. 7 zeigt, konnte die HIV-1-Replikation sehr effektiv 
unterdrückt werden. Die Zellen von Spender S 1 zeigten allerdings auch in 
Abwesenheit von AT keine nachweisbare HIV-1-Replikation. 
Tab. 7: Aufstellung der p24-Konzentrationen, wie sie mittels ELISA in zellfreien Kulturüberständen am 
Erntetag bestimmt wurden. Die eingesetzten AT inhibierten die Virusreplikation vollständig. In den 




M87o mit AT  M87o ohne AT Untransduziert mit AT 
S 1  < 8,7  < 8,7  < 8,7 
S 2  < 8,7  > 21.466  < 8,7 
S 3  < 8,7  > 27.900  < 8,7 
Möglicherweise wurde die HIV-1-Replikation in den Kulturen von S 1 durch die Bead-
Stimulation gehemmt.  
Neben einer ausreichenden Expansion der Zellen und einer effektiven Hemmung der 
Virusreplikation sollte das etablierte Protokoll den effektiven Gentransfer garantieren. 
Zur Überprüfung der Gentransferrate wurde der Anteil M87o
+ Zellen mittels qPCR 
bestimmt. In Anwesenheit von T-20 ist die 2F5-Färbung kein zuverlässiges Verfahren 
zum Nachweis von M87o
+ Zellen. T-20 beinhaltet das Epitop (ELDKWA, GORNY und 
ZOLLAR-PAZNER, 2000) an das 2F5 bindet. T-20 reichert sich wahrscheinlich in der 
Zellmembran an (PEISAJOVICH et al., 2003). Hier wird es vom 2F5-Antikörper erkannt 
und erzeugt so ein hohes, M87o-unabhängiges Hintergrundsignal. Die Ergebnisse 





































Abb. 38: Zusammenstellung der mittleren Transduktionsraten. Die Bestimmung der Gentransferraten 
erfolgte mittels qPCR. Im Mittel wurde mit AT eine Transduktionsrate von 46% ± 15% und ohne AT 
von 52% ± 13% erzielt. (n = 3)  Ergebnisse 
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Die mittleren Gentransferraten der Ansätze mit bzw. ohne AT zeigten keinen 
signifikanten Unterschied. In beiden Fällen wurde eine hohe Gentransferrate erzielt. 
Die Proben der untransduzierten Kontrollansätze waren ausnahmslos negativ. 
In den dargestellten Versuchen konnte gezeigt werden, dass mit dem etablierten 
Protokoll eine effektive Vermehrung der Zielzellen bei gleichzeitig vollständiger 
Unterdrückung der HIV-1-Replikation möglich ist. Zusammen mit der hohen 
Transduktionsrate erfüllte das Protokoll daher die Voraussetzungen zur Umsetzung 
im klinisch relevanten Produktionsmaßstab. 
4.4.8  Umsetzung des Protokolls im klinisch relevanten Maßstab (large scale) 
Zur Gewinnung der Primärzellen wurden die peripheren Blutlymphozyten mittels 
Aphereseapparatur aus dem venösen Blut der Spender abgesammelt und 
aufkonzentriert. Dieses Leukapheresat wurde über Nacht bei Raumtemperatur 
gelagert und am folgenden Tag die Depletion der CD8
+ Zellen durchgeführt. Dazu 
wurden zunächst die Thrombozyten mit Hilfe des CytoMate aus dem Apheresat 
ausgewaschen und die Restzellen mit MACS CD8 MicroBeads inkubiert. Die 
Depletion der markierten CD8
+ Zellen erfolgte automatisiert mit Hilfe des CliniMACS. 
Nach der CD8-Depletion wurden die CD3
+ Zellen angereichert. Hierfür wurden 
CD3/CD28-Beads mit den Zellen für 30 min inkubiert. Anschließend wurden die 
Aggregate aus Zellen und Beads mit Hilfe des MaxSep-Magnetzellseparators 
extrahiert, in Medium mit IL-2 (100 U ml
-1), Nelfinavir (1 µM) und Amprenavir (0,3 µM) 
überführt und in Kultur genommen. An Tag drei wurde dem Medium erneut Nelfinavir 
(1 µM), Amprenavir (0,3 µM) und T-20 (10 µg ml
-1) zugesetzt. An Tag vier erfolgte die 
Transduktion. Hierzu wurden die Zellen resuspendiert und die Beads, mit Hilfe des 
MaxSep, aus der Zellsuspension entfernt. T-75-Zellkulturflaschen wurden zweimal 
mit Vektorüberstand beladen und nach Entfernen des Vektorüberstandes mit 
Zellsuspension (1,25 ⋅ 10
7 Zellen, 5 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1) beschickt. Insgesamt wurden in 
die Transduktion maximal 2,5 ⋅ 10
8 Zellen eingesetzt. Am folgenden Tag wurde die 
Transduktion wiederholt. Während der anschließenden Expansionsphase wurde die 
IL-2 Konzentration auf 200 U ml
-1 erhöht. Die Lebendzellzahl wurde täglich mittels 
Trypanblau-Färbung bestimmt und die Zellen bei Überschreitung einer Zelldichte von 
1 ⋅ 10
6 Zellen ml
-1 gemäß dem in Tab. 8 dargestellten Schema gesplittet. 
Tab. 8: Aufstellung der Splittfaktoren in Abhängigkeit von der gemessenen Zelldichte. 
Ausgangszelldichte Splittfaktor  resultierende  Zelldichte 
< 1,0 ⋅ 10
6 ml





-1 bis < 1,5 ⋅ 10
6 ml





-1 bis < 2,0 ⋅ 10
6 ml





-1 bis < 2,5 ⋅ 10
6 ml
-1  4  5 – 6,3 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1 
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An den Tagen, an denen die Zellen gesplittet wurden, wurden Amprenavir (0,3 µM), 
Nelfinavir (1µM), und T-20 (10 µg ml
-1) erneut zugegeben. An den Tagen, an denen 
dies nicht nötig war, erfolgte lediglich die Zugabe von T-20 (10 µg ml
-1). Die Zellen 
wurden für insgesamt 10 Tage kultiviert. 
Am Erntetag wurden die Zellen zunächst gründlich resuspendiert und die eventuell 
verbliebenen CD3/CD28-Beads mit dem MaxSep aus der Zellsuspension entfernt. 
Anschließend wurden die Zellen mit dem CytoMate konzentriert und gewaschen. Die 
geernteten Zellen wurden schließlich zentrifugiert (500 g, 5 min) und kryokonserviert 
(-80°C). 
4.4.8.1 Charakterisierung des Primärmaterials 
Da das Spendermaterial nicht direkt nach der Apherese verwendet werden konnte 
wurde es über Nacht bei Raumtemperatur gelagert und erst am Folgetag 
aufgearbeitet. Um zu untersuchen, ob das Ausgangsmaterial bei der Lagerung 
Schaden nimmt, wurden die Spenderapheresate am Tag der Entnahme und am Tag 
der Aufarbeitung phänotypisch charakterisiert (T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, 
Monozyten und Granulozyten). Wie aus Abb. 39 ersichtlich, hatte die Lagerung bei 
















































nach Lagerung bei RT
 
Abb. 39: Phänotypische Charakterisierung des Spenderapheresates (Mittelwerte, n = 3). Unter den 
CD3
+ Zellen dominieren erwartungsgemäß die CD8
+ Zellen. Die Lagerung des Ausgangsmaterials bei 
Raumtemperatur beeinflusste die Verteilung der Zelltypen nicht signifikant. ( n. d. = nicht detektiert) 
Der Anteil der CD3
+/CD4
+ Zellen war nach der Lagerung nicht verringert, weshalb 
angenommen werden kann, dass dieses Vorgehen die Transplantatherstellung nicht 
negativ beeinflusst hat. 
n.d.  Ergebnisse 
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4.4.8.2 Die  Zielzellzahl  wurde im large scale-Prozess deutlich überschritten 
Das Zellwachstum wurde während des gesamten Experiments täglich bestimmt. Die 


























Abb. 40: Wachstumsverläufe im large scale-Experiment (n = 3). Während der Transduktion konnten 
maximal 2,5 ⋅ 10
8 Zellen prozessiert werden. Ausgehend von dieser Zellzahl wurden die Zellen 
expandiert. 
Wie bereits in den small scale-Experimenten beobachtet, war das 
Expansionsvermögen der Zellen spenderabhängigen Schwankungen unterworfen. 
Während die Zellen von Spender M87o-02 eine Gesamtzellzahl von 2,2 ⋅ 10
10 
erreichten (2,5 ⋅ 10
8 Zellen bei der Transduktion), konnten von M87o-03 nur 4,6 ⋅ 10
9 
(1,75 ⋅ 10
8 Zellen bei der Transduktion) und von M87o-01 nur 4,3 ⋅ 10
9 Zellen (2,5 ⋅ 
10
8 Zellen bei der Transduktion) geerntet werden. 
Ziel des etablierten Protokolls war es mindestens 5 ⋅ 10
8 M87o-transduzierte CD4
+ T-
Zellen zu generieren. Neben der Gesamtzellzahl wurde daher die Transduktionsrate 
sowie die phänotypische Verteilung der Zellen in den Erntepopulationen bestimmt. 
Die Gentransferrate betrug gemäß qPCR, zwischen 20% und 37%. Sie lag damit 































Abb. 41: Vergleichende Darstellung der Gentransferraten der drei untersuchten large scale-
Experimente. Wiedergegeben sind die Ergebnisse der Bestimmungen mittels qPCR.  Ergebnisse 
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Proben der Erntezellpopulation wurden zum Nachweis der verschiedenen 
Blutzellpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und Granulozzyten) 
mittels Antikörperfärbung markiert und im Durchflusszytometer detektiert. 
In Abb. 42 sind die Ergebnisse zusammengestellt. Um die populationsdynamischen 
Veränderungen, die im Laufe der ex vivo-Kultur auftraten zu verdeutlichen, sind die 






















































Abb. 42: Vergleichende Darstellung der phänotypischen Zusammensetzung der Zellpopulationen zu 
Beginn des Prozesses und im Endprodukt (Mittelwerte, n = 3). Das etablierte Protokoll ermöglicht die 
gezielte Expansion von CD3
+/CD4
+ Zellen. Die übrigen Zelltypen verschwanden fast vollständig aus 
den Kulturen. 
Wie aus Abb. 42 ersichtlich, wurden mit Hilfe des etablierten large scale-Protokolls 
selektiv CD3
+/CD4
+ Zellen expandiert. Von den übrigen Zellpopulationen, die im 
Ausgangsmaterial enthalten waren, waren im Endprodukt nur noch sehr geringe 
Anteile an B- und NK-Zellen nachweisbar. Für die klinische Anwendung war eine 
weitere Aufarbeitung der Erntepopulation nicht notwendig. 




+ bestimmen. Die Ergebnisse sind in Tab. 9 
zusammengefasst. 
Tab. 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der Zellzahlbestimmung, der Gentransferraten, der 
CD3/CD4-Bestimmungen und der Anzahl an Zielzellen, die generiert werden konnten. 









M87o-01  4,3 ⋅ 10
9  30% 88,2%  1,14 ⋅ 10
9 
M87o-02  22,0 ⋅ 10
9  20% 95,5%  4,20 ⋅ 10
9 
M87o-03  4,6 ⋅ 10
9  37% 89,7%  1,53 ⋅ 10
9 





konnte in allen Experimenten deutlich überschritten werden, womit das Ziel der 
Etablierungsarbeit voll erreicht war. Im keinem der Präparate konnte mittels p24-
ELISA HIV-Replikation nachgewiesen werden.  Ergebnisse 
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Im Rahmen der klinischen Studie der Phase I/II zur Toxizität und Wirksamkeit des 
gentherapeutischen Verfahrens wurden 10 Studientransplantate gemäß dem im 
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Protokoll hergestellt. Alle Transplantate wurden 
am Universitätskrankenhaus Eppendorf in Hamburg transfundiert und von den 
Patienten sehr gut vertragen. Die Patienten werden derzeit nachbeobachtet.  Diskussion 
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5 Diskussion 
In den westlichen Industrieländern konnte die individuelle Progression der HIV-
Infektion durch die Einführung der hochaktiven antiretroviralen Therapie drastisch 
verlangsamt werden (D’SOUZA et al., 2000; RICHMAN, 2001). Zumindest in den USA 
scheint allerdings der maximale therapeutische Nutzen bereits erreicht und die 
Inzidenz von Infektionen mit multiresistenten HIV-Stämmen steigt langsam aber 
stetig an (YANG, 2004). Gentherapeutische Verfahren bieten viel versprechende 
Therapiealternativen, indem sie die CD4
+ Zielzellen durch die Expression antiviraler 
Gene effektiv vor der Infektion durch HIV schützen bzw. die Virusreplikation effektiv 
unterdrücken („intrazelluläre Immunisierung“). So könnte das Immunsystem vor dem 
Zusammenbruch bewahrt werden. 
Der retrovirale Vektor M87o (Abb. 43, EGELHOFER et al., 2004a, EGELHOFER, 2004b) 
wurde für die gentherapeutische Anwendung am Menschen entwickelt (siehe auch 
Kap. 2.6.2, s. 18). M87o exprimiert ein neuartiges antivirales Gen, das die Fusion 
von Virus- und Zellmembran und damit den Eintritt des Virus in die Zielzelle (Klasse I 
Mechanismus;  VON  LAER und BRANDENBURG 2001, siehe auch Kap. 2.6.1, s. 16) 
inhibiert. 
5’LTR  3’LTR S C46  huHIgG2 tCD34-MSD  wPRE RRE  Ψ 
MPSV leader 71 
SD  SA 
 
Abb. 43: Der retrovirale Vektor M87o exprimiert ein antivirales Gen der Klasse I und verhindert damit 
die Integration des Provirus ins Zellgenom. Es besteht aus dem Signalpeptid von LNGFR (S), dem 
inhibitorischen C46-Peptid (C-46), der Gelenkregion des humanen IgG2- (huHIgG2) und der 
Transmembrandomäne des humanen tCD34 (tCD34-MSD). 3’ zum Transgen befindet sich ein post-
transcriptional responsive element des Woodchuck-Hepatitis B-Virus (wPRE). Als zweites 
inhibitorisches Prinzip ist eine RRE-decoy-Sequenz (RRE) vor der 3’-LTR inseriert. (Abbildung nicht 
maßstabsgetreu) 
Die inhibitorische Domäne des Transgens, das C46-Peptid, leitet sich von der HR2-
Region von gp41 ab. Es schließt dabei die Aminosäuresequenz des zur HIV-
Therapie zugelassenen, peptidischen Fusionsinhibitors T-20 (36 Aminosäuren, M = 
4.492 g mol
-1; WILD et al., 1994; ZHANG  et al., 2003) ein. Im Gegensatz zu T-20 
enthält die C46-Domäne darüber hinaus eine Sequenz, von der CHAN et al. (1998) 
zeigen konnten, dass diese mit einem konservierten Bereich im gp41 interagiert. Die 
Daten von JI  et al. (1999) bestätigen, dass diese Struktur einen besonders 
wirkungsvollen Angriffspunkt für Fusionsinhibitoren darstellt. Durch die zusätzliche 
Interaktion mit dieser Zielstruktur kann das Risiko der Resistenzbildung im Vergleich 
zum T-20 deutlich verringert werden. Darüber hinaus konnte, im Gegensatz zu den 
für T-20 publizierten Daten (DERDEYN  et al., 2000, 2001; Reeves et al., 2002), 
zwischen CCR5-tropen und CXCR4-tropen HIV-Stämmen kein Unterschied in der 
Suszeptibilität gegenüber M87o nachgewiesen werden.  Diskussion 
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In der vorliegenden Arbeit wurde in vorklinischen Untersuchungen die Eignung von 
M87o für die Anwendung am Menschen erfolgreich gezeigt und die Grundlage für die 
Durchführung einer klinischen Prüfung (Phase I/II) gelegt. T-Zellen, die durch 
Transduktion mit M87o genetisch modifiziert wurden, sind effektiv vor der Infektion 
durch T-20-resistente HIV-Isolate geschützt und reichern sich unter dem 
Selektionsdruck der Virusreplikation in vitro an. Die retrovirale Transduktion mit M87o 
erhöht weder das Transformationsrisiko in Rat-1-Zellen noch wirkt sie 
phänotoxischen auf primäre T-Zellen. Für die Durchführung einer vorklinischen 
Prüfung zur Toxizität und Immunogenität im Rhesusaffenmodell wurde ein 
Gentransferprotokoll für periphere Affenlymphozyten entwickelt. Zwei 
Studientransplantate wurden gemäß diesem Protokoll hergestellt und den 
Rezipiententieren transplantiert. Die Studie erbrachte weder Hinweise auf Toxizität 
noch Immunogenität der M87o-Gentherapie. Für eine klinische Studie zur Toxizität 
und Wirksamkeit (Phase I/II) an HIV-infizierten Probanden wurde ein Protokoll zur 
Produktion M87o-modifizierter autologer T-Zellen HIV-infizierter Spender mit 
multiplem Therapieversagen im Labormaßstab entwickelt und erfolgreich in den 
klinisch relevanten Produktionsmaßstab übersetzt. 10 Studientransplantate, die 
gemäß dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Protokoll hergestellt wurden, 
wurden am Universitätskrankenhaus Eppendorf in Hamburg transfundiert und von 
den Patienten sehr gut vertragen. 
5.1 Präklinische  Untersuchungen in vitro und in vivo 
Im Falle der hier vorgestellten M87o-Gentherapie stellen retroviral transduzierte, 
autologe T-Zellen ein individuell hergestelltes Arzneimittel dar. Bevor ein neues 
Arzneimittel oder eine Therapie am Menschen angewandt werden darf, müssen 
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit in vorklinischen in vitro- und in vivo- 
Untersuchungen gezeigt werden. 
5.1.1 Präklinische  in vitro-Untersuchungen zur Wirksamkeit 
Der Wirkmechanismus eines antiviralen Gens ist für den zu erwartenden 
therapeutischen Erfolg bei der Behandlung der HIV-Infektion von entscheidender 
Bedeutung (VON LAER und BRANDENBURG, 2001). M87o stellt in der Reihe der zum 
Teil bereits klinisch untersuchten antiviralen Gene eine Ausnahme dar. Es verhindert 
die Infektion der Zielzelle bereits extrazellulär durch Inhibition der gp41-vermittelten 
Fusion von Virus- und Zellmembran (EGELHOFER  et al., 2004). Damit werden die 
Zellen sehr früh und besonders effizient vor der Infektion geschützt. Bisher 
entwickelte antivirale Gene wie z. B. dominant-negative Derivate viraler Proteine 
ΔRev M10 (BONYHADI et al., 1997; WOFFENDIN et al., 1996) und dominant negative 
RNA-Sequenzen wie das RRE-decoy (RRE-Köder; KOHN et al., 1999) konnten noch 
keine überzeugenden klinischen Erfolge vorweisen. 
Ein Grund für die ausgebliebenen Erfolge liegt in der Tatsache, dass nur ein kleiner 
Teil der mehr als 1 ⋅ 10
11 CD4
+ Zellen eines Patienten (Haase, 1999) ex vivo  Diskussion 
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manipuliert werden kann. Um die Virusreplikation nachhaltig zu unterdrücken 
müssen sich die genetisch modifizierten Zellen also in vivo anreichern und die nicht-
modifizierten Zellen ersetzen. Nur unter dieser Voraussetzung kann die HIV-Infektion 
nachhaltig therapiert werden. M87o verhindert bereits die Integration des Virus ins 
Zellgenom (Klasse I Gene; VON LAER und BRANDENBURG 2001). Wie VON LAER et al. 
(2005) durch mathematische Modellierungen zeigen konnten, kann den genetisch 
modifizierten Zellen dadurch der nötige Selektionsvorteil verliehen werden. 
In vitro konnte dieser Selektionsvorteil für M87o-transduzierte T-Zellen bereits 
eindrucksvoll demonstriert werden. So reicherten sich primäre CD4
+/M87o
+ Zellen in 
der Gegenwart von HIV-1 in wenigen Tagen von ca. 20% auf mehr als 80% an. 
Parallel dazu kam die Virusreplikation praktisch zum Stillstand. Selbst HIV-Mutanten, 
die gegen T-20 resistent sind (RIMSKY et al., 1998, WEI et al., 2002, D’AQUILA et al., 
2003) werden von M87o vollständig inhibiert. Trotz großer Anstrengung ist es bislang 
nicht gelungen in vitro M87o-resistente HIV zu erzeugen (LOHRENGEL et al., 2005). 
Zusammen mit den theoretischen Grundüberlegungen demonstrieren diese 
Ergebnisse das therapeutische Potential des neuen retroviralen Vektors M87o, eine 
Grundvoraussetzung für die Entwicklung einer klinischen Anwendung. 
5.1.2  Präklinische Untersuchungen zur Toxizität in vitro 
5.1.2.1 Genotoxizität 
Retrovirale Vektoren integrieren stabil in das Zellgenom. Hierbei scheint es gewisse 
Präferenzen für bestimmte Genabschnitte zu geben (LAUFS  et al., 2003), ob die 
Integration bevorzugt transkriptionell aktive Genregionen betrifft, wird derzeit noch 
kontrovers diskutiert (WEIDHAAS et al., 2000; SCHRÖDER et al., 2002; LAUFS et al., 
2003). Retrovektoren können durch Integration in oder in der Nähe funktioneller 
Chromosomenabschnitte wie Introns oder Promotorregionen genotoxische Neben-
Wirkungen verursachen (GRAY, 1991; DONAHUE  et al., 1992; BAUM  et al., 2003; 
CAVAZZANA-CALVO et al., 2004). 
Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, wird die in Rat-1 Fibroblasten die 
Koloniebildungsrate in Weichagarkultur durch Transduktion mit M87o nicht erhöht. 
Die Bildung von Kolonien ist phänotypisch charakteristisch für die Aktivierung von 
Onkogenen (SMALL et al., 1987, RICKETTS et al., 1988). In den M87o-Kulturen, wie in 
den naiven Kontrollkulturen war durchschnittlich nur eine Kolonie pro 5 ⋅ 10
4 Zellen 
nachweisbar. Im Gegensatz dazu erhöhte die Überexpression des transformierenden 
großen T-Antigens von SV40 die Koloniebildungsrate fast 100-fach. Das mit der 
Transduktion mit M87o assoziierte Risiko neoplastischer Transformationen ist somit 
<5 ⋅ 10
-4 pro Insertion und liegt damit unterhalb der Sensitivitätsgrenze des Assays. 
Die Ergebnisse anderer Autoren, die mit vergleichbaren Assaysystemen das Risiko 
einer Zelltransformation durch retroviralen Gentransfer abgeschätzt haben, 
unterstützen das vorgestellte Ergebnis. POWELL  et al. (1999) schätzten das 
Transformationspotential MLV-basierender Retrovektoren in der murinen Zelllinie 
BALB/c-3T3 auf < 1,1 ⋅ 10
-5 pro Insertion. MOOLTEN und CUPPLES (1992) schätzten  Diskussion 
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das Risiko in der humanen Leukämiezelllinie auf 2 ⋅ 10
-7 pro Insertion. Allgemein 
variieren die Angaben in der Literatur sehr stark, zwischen 10
-3 und 10
-9 pro Insertion 
(VARMUS et al., 1991; KING et al., 1985; CHANG et al., 1993; DOSSERS et al., 1993; 
GROSOVSKY et al., 1993; HUBBARD et al., 1994, POWELL et al., 1999). 
Nimmt man die spontane Koloniebildungsrate, wie sie im Rat-1-Assay für die M87o 
bestimmt wurde, als oberste Grenze für eine Risikoabschätzung, so würden bei 
einem Gentransfer, bei dem 2,5 ⋅ 10
8 T-Zellen mit einer Transduktionsrate von 30 % 
transduziert werden, maximal 1,5 ⋅ 10
3 T-Zellen transformiert. Wenn diese in einer 
nachgeschalteten Expansionsphase 50-fach vermehrt würden, was etwa 6 
Zellteilungen entspricht, würden einem Patienten maximal 7,5 ⋅ 10
4 transformierte 
Zellen transplantiert. Dies ist allerdings eine Höchstrisikoabschätzung, die 
tatsächliche Dosis transformierter Zellen lässt sich aus den Daten nicht ableiten und 
wäre sicher deutlich geringer, da die Mehrzahl der Integrationen ohne Konsequenz 
bleibt. 
Die reine Dosis an potentiell transformierten Zellen sagt aber nur sehr wenig über 
das tatsächliche individuelle Risiko, therapieassoziiert eine maligne Erkrankung 
auszuprägen aus. Denn die Integration innerhalb eines Gens oder dessen 
Nachbarschaft führt nicht zwangsläufig zur malignen Entartung der Zelle. In der 
Regel führt eine solche Integration zur Deletion des betroffenen Gens, die aber im 
diploiden Genom durch das zweite Allel ausgeglichen werden kann und sich deshalb 
still verhält (GRAY, 1991). Insertionen, die zu Störungen von Signalwegen führen, 
haben eher negative Folgen für die Überlebensraten der Zellen in vivo oder leiten 
direkt apoptotische Prozesse ein. Nach dem gegenwärtigen Verständnis würde bei 
primären Zellen eine einzelne Insertionsmutation für sich genommen nicht 
ausreichen um einen malignen Phänotyp zu erzeugen (HAHN und WEINBERG, 2002). 
Hierfür sind weitere chromosomale Schädigungen Vorraussetzung. 
Im Vergleich mit anderen etablierten Therapieverfahren, wie z. B. Bestrahlung und 
Chemotherapie mit DNA-schädigenden Medikamenten, ist das Risiko, dass 
onkogene Veränderungen allein durch eine Insertionsmutagenese ausgelöst werden, 
wahrscheinlich deutlich geringer (MOOLTEN und CUPPLES, 1992). KIEM et al. (2004) 
publizierten eine Studie in der sie unter anderem 42 Rhesusaffen nach retroviraler 
Stammzellgentherapie für einen mittleren Zeitraum von 3,5 Jahre beobachteten. Die 
Autoren konnten in keinem der Versuchstiere Anzeichen für neoplastische 
Veränderungen nachweisen. Dass das Risiko einer Karzinogenese als Folge eines 
retroviralen Gentransfers dennoch nicht rein hypothetisch ist, belegen Beispiele aus 
der Literatur (DONAHUE et al. 1992; LI et al. 2002; HACEIN-BEY-ABINA et al., 2003). Die 
publizierten Fälle von gentransferassoziierten Neoplasien weisen alle 
charakteristische Besonderheiten auf und unterscheiden sich substanziell von der für 
M87o geplanten Anwendung. 
In der von DONAHUE  et al. 1992 publizierten Rhesusaffenstudie führten 
replikationskompetente Retroviren (RCR), die durch Rekombination in der 
Verpackungszelllinie gebildet wurden, zur Entstehung aggressiver T-Zelllymphome. 
Die malignen Lymphomzellen trugen 14-25 RCR-Kopien (VANIN  et al., 1994). Die  Diskussion 
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Rezipienten waren allerdings nach Konditionierung mittels Ganzkörperbestrahlung 
immunologisch kompromittiert und konnten die Replikation der RCR nicht 
kontrollieren, was die Manifestation der Leukämie erheblich begünstigte. Für die 
klinische Anwendung der M87o-Gentherapie müssen Vektor-Präparationen 
verwendet werden, die RCR-negativ getestet wurden. Damit kann das Risiko einer 
RCR-Übertragung nahezu ausgeschlossen werden. Darüber hinaus können sich 
MLV-basierende RCR in humanen T-Lymphozyten generell sehr schlecht replizieren 
und fast alle Nachkommen sind nicht infektiös (EBELING at al., 2003). Retrovektoren, 
die von murinen Retroviren abgeleitet sind, werden schnell durch humanes 
Komplement inaktiviert (ROTHER  et al., 1995). Somit ist im Fall der akzidentellen 
Infektion eine Vermehrung im menschlichen Organismus nicht anzunehmen. 
LI et al. (2002) beobachteten die Entstehung akuter myeloider Leukämien (AML), 
Subtyp M5, nach serieller Stammzelltransplantation in Mäuse. In diesem Fall waren 
die Vektorpräparationen frei von RCR. Die Leukämien wurden von einem Zellklon 
verursacht, der eine Vektorintegration in Evi1-Gen (ecotropic viral integration site-1), 
einem Transkriptionsfaktor der Zink-Finger-Proteinfamilie (MORISHITA  et al.,  1988; 
MATSUGI et al., 1990), trug. Die Aktivierung von Evi1 könnte zur Leukämieentstehung 
beigetragen haben, reichte aber alleine nicht aus, denn sie ist normalerweise nicht 
mit einer AML vom Subtyp M5 assoziiert (RAVID und LICHT, 2001). Die Autoren 
vermuteten einen synergistischen Beitrag zur Tumorgenese seitens des Transgens 
(siehe auch Kap. 5.1.2.2). 
FISCHER et al. veröffentlichten Anfang 2000 die erste erfolgreiche Gentherapie der 
schweren Immundefizienz X1 (severe combined immuno deficiency X-1, SCID-X1) in 
zwei Patienten (CAVAZZANA-CALVO  et al., 2000). Diese X-chromosomal vererbte 
Krankheit ist durch eine frühe Blockierung der T- und NK-Zell-Differenzierung 
charakterisiert. Diese wird von einer Mutation im Gen der γc-Untereinheit der 
Rezeptoren für Interleukin–2, -4, -7, -9 und –15, die an der Übermittlung von 
Wachstums-, Überlebens- und Differenzierungssignalen früher Lymphozyten-
vorläufer beteiligt sind, verursacht. Autologe CD34
+ hämatopoetische Vorläuferzellen 
wurden mit einem retroviralen Vektor, der die γc-Untereinheit exprimiert, transduziert 
und transplantiert. Innerhalb der zehnmonatigen Nachbeobachtung konnten 
funktionelle, transgenposititve T-, B-, und NK-Zellen nachgewiesen werden. Zwei der 
insgesamt zehn behandelten Kinder entwickelten allerdings eine Leukämie (HACEIN-
BEY-ABINA  et al., 2003). Genetische Untersuchungen zeigten, dass der retrovirale 
Vektor in beiden Fällen in das Onkogen Lmo-2 (Rhombotin 2) integriert war und 
dieses aktivierte. Lmo-2 ist ein Onkogen, das bei T-Zell-Leukämien häufig 
überexprimiert wird (LOWSKY et al., 1997; ONO et al., 1998; RABBITTS et al., 1999). 
Obwohl es keine Hinweise für veränderte Signaltransduktion durch die transgene γc-
Untereinheit gab, war ihre physiologische Wirkung offensichtlich ausreichend, um die 
starke Expansion der Zellen zu ermöglichen. Neben diesen Faktoren wurde bei 
einem der betroffenen Kinder eine Chromosomenaberration festgestellt, die eine 
Prädisposition für die Lymphomentstehung darstellen könnte.  Diskussion 
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Zusammengenommen weisen alle bisher veröffentlichten Neoplasien als Folge 
retroviraler Gentransfers, deutliche Parallelen und Gemeinsamkeiten auf. In allen 
Fällen waren hämatopoetische Stammzellen, die große Teile des blutbildenden 
Systems rekonstituieren mussten, betroffen. Daraus ergeben sich mehrere wichtige 
Konsequenzen. Einerseits müssen die Zellen nach der Transplantation sehr stark 
proliferieren und andererseits spalten sich Zellen in die einzelnen Zelllinien auf. 
Diese unterscheiden sich in ihrer Genexpression und somit können im Laufe der 
Differenzierung Gene exprimiert werden, mit denen das übertragene Transgen 
interferiert, ohne dass dies bei der Prüfung an den modifizierten Stammzellen der 
Fall sein muss. Die M87o-Gentherapie wie sie in der hier vorgestellten Arbeit 
konzipiert ist, zielt auf die genetische Modifikation peripherer Lymphozyten ab. Diese 
Zellen sind schon weitgehend ausdifferenziert und entwickeln sich nicht zu anderen 
Zelllinien weiter. Damit wird das System weit besser charakterisierbar und weniger 
anfällig für maligne Geschehen. Seit der ersten klinischen Untersuchung zum 
retroviralen Gentransfer 1989 (ROSENBERG et al., 1990) ist in mehr als zehn Jahren 
intensiver klinischer Forschung kein einziger Fall einer Neoplasie nach retroviralem 
Gentransfer in primäre Lymphozyten aufgetreten. 
5.1.2.2 Phänotoxizität 
Wie bereits in Kap. 5.1.2.1 diskutiert, kann die Expression eines Transgens mit der 
Expression wichtiger Zellproteine interferieren (BAUM et al., 2003) und dadurch die 
Zelle funktionell kompromittieren. In Experimenten zur Phänotoxizität wurde der 
Einfluss von M87o auf die Expression der charakteristischen Lymphozytenproteine 
CD3, CD4, CD25, CD45RA/RO untersucht. Hierfür wurden primäre Lymphozyten 
gesunder Spender mit M87o bzw. einem Kontrollvektor (M56) transduziert und mit 
untransduzierten Zellen verglichen. Die Expression der untersuchten 
Oberflächenproteine wurde durch die Transduktion mit M87o nicht verändert. Eine 
Veränderung der Expression würde darauf hinweisen, dass die Antigenerkennung 
der T-Zellen (CD3 & CD4) bzw. ihre Stimulation (CD25) durch M87o beeinträchtigen 
würden. Die ungestörte Interaktion zwischen T-Zellrezeptor, CD4 Co-Rezeptor und 
den entsprechenden antigenpräsentierenden MHC-Molekülen ist 
Grundvoraussetzung für einen therapeutischen Erfolg der M87o-Gentherapie, da nur 
so gewährleistet ist, dass die genetisch modifizierten Zellen immunologisch aktiv 
sind. 
Gesunde T-Zellen zeichnen sich, neben der Expression charakteristischer 
Markerproteine, dadurch aus, dass sie nach der Erkennung eines MHC-gebundenen 
Antigens proliferieren und Cytokine ausschütten. Der CD3-Komplex, der mit dem T-
Zellrezeptorkomplex (TCR) assoziiert ist, übermittelt hierbei das aktivierende Signal 
(BRETSCHER, 1992). Um den Einfluss der Transduktion mit M87o auf die 
Stimulierbarkeit primärer T-Zellen zu untersuchen, wurden M87o
+ T-Zellen mit OKT-
3/IL-2 polyklonal stimuliert und das Zellwachstum mit Hilfe des ³H-Thymidin-Einbaus 
quantifiziert. M87o-transduzierte T-Zellen proliferierten nach OKT-3/IL-2-Stimulation 
(77.590 cpm ± 2.487) ebenso gut wie untransduzierte Kontrollzellen (71.335 cpm ±  Diskussion 
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5.531). Die mit einer Antigenerkennung verbundene Cytokinausschüttung wurde in 
der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. 
LI et al. (2002; siehe auch Kap. 5.1.2.1) vermuteten bei der von ihnen beobachteten 
akuten myeloiden Leukämien (AML) einen Zusammenhang mit dem exprimierten 
Transgen  ΔLNGFR. Es handelt sich dabei um ein Derivat des 
Tumornekrosefaktorrezeptors p75NTR, dessen cytoplamasmatische Domäne 
deletiert wurde. Hämatopoetische Zellen, mit Ausnahme einiger B-Zell Subtypen, 
exprimieren normalerweise kein p75NTR (LABOUYRIE et al., 1999). Die Deletion der 
cytoplasmatischen Domäne macht ΔLNGFR allerdings natürlich vorkommenden 
antiapoptotisch wirkenden „Fängerrezeptoren“ der TNF-Rezeptorfamilie ähnlich, die 
als dominant-negative Inhibitoren proapoptotischer Signalwege wirken (ASHKENAZI 
und DIXIT, 1999). Fibroblasten, die ΔLNGFR zusammen mit dem 
Tyrosinkinaserezeptor  Trk exprimieren, werden durch Zugabe von Neutropinen 
transformiert (HANTZOPOULOS et al., 1994). M87o exprimiert im Gegensatz dazu ein 
artifizielles Peptid, das keine Domänen enthält, von denen Interaktionen mit 
Proteinen der Signalübertragungswege bekannt sind. Da in den Experimenten zur 
Stimulierbarkeit M87o-transduzierter T-Zellen keine Unterschiede zwischen M87o-
transduzierten Zellen und untransduzierten Kontrollzellen gefunden wurden, muss 
eine Beeinflussung der Signaltransduktion durch M87o nicht befürchtet werden. 
Zusammengenommen erbrachten die Untersuchungen in vitro keine Anzeichen für 
phänotoxische Wirkungen durch M87o. Es kann also angenommen werden, dass 
M87o-transduzierte T-Zellen in vivo in der Lage sind, Antigene im MHC-Kontext zu 
erkennen und auf diesen Stimulus hin zu proliferieren. Die Entstehung von 
Neoplasien nach M87o-Gentransfer ist zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht zu 
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5.2 Präklinische  in vivo-Untersuchungen zur Toxizität und 
Immunogenität der M87o-Gentherapie im autologen Rhesus-
Affenmodell 
Neben in vitro-Untersuchungen sind von Behördenseite präklinische Untersuchungen 
am Tiermodell vorgeschrieben. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde mit der 
Entwicklung eines Transduktionsprotokolls für Rhesusaffen-Lymphozyten die 
Grundlage für die Durchführung einer Studie zur Toxizität und Immunogenität von 
M87o im Rhesusmakaken gelegt. 
5.2.1 Das  Transduktionsprotokoll für Rhesusaffenlymphozyten 
Das Transduktionsprotokoll, wie es für die präklinische Studie zur Toxizität und 
Immunogenität von M87o im autologen Rhesusaffentransplantationsmodell etabliert 
und eingesetzt wurde, ist nachfolgend kurz skizziert: 
1. Prästimulation: 
Drei Tage in Anwesenheit von SP34 (10 µg ml-1, immobilisiert), Leu28 (1 µg ml-
1) und 5% autologem Serum. 
2. Transduktion: 
Für die Transduktion werden die stimulierten Zellen in Kulturschalen, die mit 
RetroNectin beschichtet und durch serielle Zentrifugation (30 Minuten bei 4 °C 
und 2.500 UpM) mit Vektorpartikeln vorbeladen sind, ausgesät. Die Transduktion 
wird zweimal im Abstand von 24 Stunden durchgeführt. 
3. Expansion: 
Die Zellen werden in Medium mit 5% autologem Serum und IL-2 (100 U ml
-1) 
expandiert. 
Für die präklinische Testung der M87o-Gentherapie musste ein Gentransferprotokoll 
für periphere Blutlymphozyten von Rhesusaffen entwickelt werden. Um die 
Studienergebnisse gute auf die Verhältnisse im humanen System übertragen zu 
können sollte das Protokoll eine klinische Anwendung möglichst genau simuliert. Das 
Verfahren zur Transplantatherstellung muss damit so weit wie möglich den 
Anforderungen der „Guten Herstellpraxis für pharmazeutische Produkte“ (GMP) 
entsprechen. So ist z.B. die Verwendung von Feederzellen zur ex vivo-Stimulation 
der T-Zellen, wie sie von ZHANG et al. (2003) vorgeschlagen wurde, nicht möglich. 
Die ex vivo-Stimulation primärer T-Zellen ist aber für den retroviralen Gentransfer 
unabdingbar, da C-Typ Retroviren (MLV,) nicht in der Lage sind, aktiv die 
Kernmembran zu überwinden (MILLER et al., 1990; ROE et al., 1993). In dem in dieser 
Arbeit vorgestellten Transduktionsprotokoll werden die Lymphozyten durch die 
Stimulation der Oberflächenantigene CD3 und CD28 mittels Antikörper (SP34, 
Leu28) zur Zellteilung angeregt. Ein Vorteil dieser Methode besteht darin, dass anti-
CD3 Antikörper in pharmazeutischer Qualität verfügbar sind und bereits in einer  Diskussion 
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Reihe von Studien (LEVINE et al., 1995; BUNNELL et al., 1995; LEVINE et al., 1997; 
MOVASSAGH et al., 2000) erfolgreich zur ex vivo-Stimulation von T-Zellen verwendet 
wurden. Darüber hinaus bewirken sie über die Kreuzvernetzung der CD3-
Untereinheit des T-Zellrezeptors eine polyklonale Stimulation der Zellen, die 
unabhängig von der Antigenspezifität der T-Zelle ist (GERMAIN, 2001). 
Der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte anti-CD3 Antikörper SP34 hatte in 
vergleichenden Untersuchungen eine deutlich stärkere Wirkung auf die 
Zellproliferation als der von anderen Arbeitsgruppen verwendete anti-CD3 Antikörper 
FN-18 (BUNNELL et al., 1995; HANAZONO et al., 1999; ZHANG et al., 2003). Damit war 
SP34 für die Gewinnung hoher Zellzahlen, wie sie für die Durchführung einer Studie 
zur Toxizität und Immunogenität von M87o im Rhesusaffentransplantationsmodell 
gewünscht waren, besser geeignet als FN-18. 
Neben dem über den CD3-Komplex des TCR übermittelten Signal sind weitere so 
genannte co-stimulatorische Signale, wie sie z. B. von dem Adhäsionsmolekül CD28 
nach Bindung an CD80 bzw. CD86 übermittelt werden, für eine vollständige 
Aktivierung der T-Zelle nötig (BRETSCHER, 1992; JUNE et al., 1994; DUSTIN und CHAN, 
2000). Aus diesem Grund wurde neben SP34 der anti-CD28 Antikörper Leu28 für die 
Prästimulation der T-Zellen eingesetzt. BUNNELL  et al. (1995) verwendeten zur 
Stimulation von T-Zellen anti-CD3 Antikörper in Kombination mit IL-2. In 
vergleichenden Untersuchungen zur Zellproliferation konnten keine Unterschiede 
zwischen SP34/Leu28- und SP34/IL-2-Stimulation festgestellt werden. Für die 
klinische Anwendung setzt sich die Kombination von anti-CD3 und anti-CD28 
Antikörpern (LEVINE et al., 1998; MITSUYASU et al., 2000; DEERKS et al., 2002; LEVINE 
et al., 2002) jedoch immer mehr durch. Für die Verwendung von anti-CD28 
Antikörpern sprechen auch die Daten von FERRAND et al. (2000), die zeigen, dass 
das T-Zellrezeptorrepertoire nach Stimulation mit CD3/IL-2 deutlich eingeengt ist, 
während CD3/CD28-Stimulation das Rezeptorrepertoire konserviert. Wahrscheinlich 
werden mit CD3/IL-2 präferentiell Gedächtniszellen sehr stark aktiviert (LEVINE et al., 
1995, 1997) und damit nur einen Teil des T-Zellpools expandiert. 
Durch den Einsatz von RetroNectin-beschichteten Kulturgefäßen konnte die 
Gentransferrate in den Vorversuchen auf ca. 50% gesteigert werden. Die 
beobachtete Steigerung der Gentransferrate steht in Einklang mit den von 
HANENBERG et al. (1996), POLLOK et al. (1997) und MACNEILL et al. (1999) publizierten 
Daten. RetroNectin ist ein recombinantes Fibronektinfragment (KIMIZUKA et al., 1991) 
und enthält eine zentrale Zellbindungsdomäne, eine hochaffine Heparinbindungs-
Domäne und eine CS1-Domäne. Wahrscheinlich vermittelt es die Co-Lokalisierung 
von Vektorpartikel und Zelle durch Bindung beider Partner. 
Das entwickelte Protokoll zur Transduktion von Rhesusaffenlymphozyten erlaubt 
eine effektive Stimulation und Transduktion der Zielzellen und legte damit die 
Grundlage für die Durchführung der präklinischen Studie zur Toxizität und 
Immunogenität von M87o im autologen Rhesusaffentransplantationsmodell.  Diskussion 
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5.2.2  Das Rhesusaffenmodell zur Toxizität und Immunogenität von M87o 
Für die Durchführung von Untersuchungen zur Toxizität und Immunogenität eignen 
sich Rhesusaffen besonders gut, da sie dem Menschen relativ nahe stehen 
(DONAHUE und DUNBAR, 2001). Zwei männliche Rhesusaffen (Macaca mulatta) 
wurden für die M87o-Studie ausgewählt. Den Tieren wurde Blut entnommen und 
daraus die peripheren Lymphozyten isoliert. Die Zellen wurden transduziert und 
schließlich reinfundiert. Bei der Umsetzung des Transduktionsprotokolls konnten, im 
Gegensatz zu den Vorversuchen nur 21% (98006) bzw. 25% (98023) der Zellen 
transduziert werden (Bestimmung mittels qPCR). Die Transferraten sind allerdings 
mit den in der Literatur angegebenen Daten (BUNNELL et al., 1995; HANAZONO et al., 
1999) vergleichbar. 
Bei der Transplantation wurden den Tieren 6,2 ⋅ 10




-1 infundiert. Von den M87i-Kontrollzellen, die kein Transgen exprimierten, wurde 
eine Dosis von 1,04 ⋅ 10
5 bzw. 1,29 ⋅ 10
5 M87i
+ CD4-Zellen kg
-1 transplantiert. M87i 
diente als Kontrolle für das in vivo-Überleben der ex vivo-manipulierten Zellen und 
sollte Anhaltspunkte für eventuell auftretende tansgenbedingte Immunreaktionen 
liefern. Die Transplantation wurde von beiden Versuchstieren sehr gut vertragen. Es 
gab keine Anhaltspunke für akute Toxizität. 
M87o
+-Zellen konnten bis zu 98 bzw. 140 Tage nach der Transplantation mittels 
PCR nachgewiesen werden. In Lymphknotenbiopsien gelang der Nachweis lediglich 
in einem Affen an Tag 7 nach Transplantation. HEIM  et al. (2000) führten im 
Rhesusaffenmodell vergleichbare Versuche zur Transplantation genetisch 
modifizierter Lymphozyten durch. Sie verglichen Zellen, die nach retroviralem 
Gentransfer das neo-Resistenzgen exprimierten, mit Zellen, die ein transkriptionell 
inaktiviertes Derivat des Vektors trugen. Nach der Transplantation waren die neo-
exprimierenden Zellen, im Vergleich zu den Kontrollzellen, deutlich kürzer 
nachweisbar. Die Autoren fanden aber keine Korrelation zwischen dem Auftreten von 
Antikörpern und dem Verschwinden der neo-exprimierenden Zellen. Sie schlossen 
daher auf eine zelluläre Immunreaktion als Ursache. Grundsätzlich scheint die 
Immunogenität genetisch modifizierter Lymphozyten höher als die genetisch 
modifizierter Stammzellen (HEIM  et al.,  2000)  zu sein. Die immunologischen 
Untersuchungen (Cytokinfärbung, Proliferationsassay, ELISPOT) der M87o-Studie 
ergaben jedoch keine Hinweise auf zelluläre oder humorale Immunreaktionen. 
Western Blot-Analysen konnten im Serum der Versuchstiere keine M87o-
spezifischen Antikörper nachweisen. Bei der Entwicklung des retroviralen Vektors 
M87o wurde bereits versucht, das immunogene Potential des Transgens soweit wie 
möglich zu minimieren. So wurde das Transgen, mit Ausnahme der C46-Sequenz, 
aus Modulen humanen Ursprungs zusammengesetzt (EGELHOFER et al., 2004). Das 
C46-Peptid selbst scheint nur wenig immunogen zu sein, so enthält es z. B. kein 
CTL-Epitop (HIV Molecular Immunology Database 2001, Los Alamos National 
Laboratory, HIV Molecular Database, http://hiv-web.lanl.gov/immunology). Eine sehr 
seltene Ausnahme stellt allerdings der neutralisierende Antikörper 2F5 (MUSTER et  Diskussion 
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al., 1993; BUCHACHER et al., 1994) dar, der an die im C46-Peptid enthaltene gp41-
Sequenz ELDKWA bindet. Allgemein ist diese Sequenz aber nur sehr wenig 
immunogen, weshalb Antikörper wie 2F5 sehr selten auftreten (LABRIJN und PARREN, 
2000). 
BUNNELL et al. (1997) beobachteten ebenfalls das Verschwinden neo-transduzierter 
Zellen über einen Zeitraum von 168 Tagen nach Transplantation. In dieser Studie 
konnten keine Antikörper gegen das Transgen oder Vektorkomponenten 
nachgewiesen werden. Die Autoren fanden aber Antikörper gegen Proteine aus 
fötalem Kälberserum und machten dieses für den Untergang der Zellen 
mitverantwortlich. In der präklinischen Studie zur Toxizität und Immunogenität von 
M87o wurden die Zellen allerdings in Abwesenheit von FKS kultiviert, weshalb das 
Auftreten von Antikörpern gegen FKS ausgeschlossen war. 
Obwohl offensichtlich keine immunologische Reaktion gegen die transplantierten 
Zellen erfolgte, waren transgenpositive Zellen nur für 98 bzw. 140 Tage nachweisbar. 
Eine mögliche Erklärung für das Verschwinden der M87o
+ T-Zellen könnte die 
Tatsache liefern, dass die in dieser Studie applizierten Zelldosen verhältnismäßig 
niedrig waren. In vergleichbaren Studien wurde die 10 bis 20-fache Dosis appliziert 
(BUNNELL et al., 1997; HEIM et al., 2000). Direkt nach Transfusion wurde im Blut mit 
0,105% der höchste Anteil M87o
+ Zellen nachgewiesen. Ausgehend von diesem 
niedrigen Wert sank der Anteil M87o
+ Zellen innerhalb des Beobachtungszeitraums 
unter die Detektionsgrenze. Da die M87o
+ Zellen in den gesunden Affen keinen 
Selektionsvorteil hatten, war eine nachfolgende Anreicherung der Zellen nicht zu 
erwarten. Die applizierte Zelldosis hätte sicher ausgereicht um eine Immunreaktion 
gegen M87o auszulösen, wenn M87o immunogen wirken würde. Da keine 
Anhaltspunkte für eine Immunreaktion gefunden wurden, ist nicht ausgeschlossen, 
dass sich die Zellen im Körper der Versuchstiere verteilten und in keinem der 
untersuchten Gewebe in ausreichender Zahl, um mit den eingesetzten 
Nachweismethoden detektiert zu werden, anreicherten. 
Alles in allem hat die Studie gezeigt, dass M87o
+ T-Zellen in immunkompetenten 
Affen nicht immunogen wirken und nicht toxisch sind. Aus den Ergebnissen kann 
geschlossen werden, dass auch in der klinischen Anwendung am Menschen das 
Risiko von Immunreaktionen als eher gering eingeschätzt werden kann. Dieses 
Ergebnis war eine entscheidende Voraussetzung für die klinische Entwicklung der 
M87o-Gentherapie.  Diskussion 
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5.3 Vorbereitungen für eine klinische Studie der Phase I/II: Die 
Transduktion HIV
+ Spenderzellen kann im klinisch relevanten 
Maßstab durchgeführt werden 
Als Vorbereitung einer klinischen Studie zur Toxizität und Wirksamkeit (Phase I/II) an 
HIV-infizierten, freiwilligen Probanden musste ein Protokoll für die Produktion M87o-
modifizierter T-Zellen (mindestens 5 ⋅ 10
8 M87o
+ CD4-T-Zellen pro Spender) 
entwickelt werden.  
Folgende Einschlusskriterien wurden für die Probanden formuliert: 
•  Anamnese mit multiplem Therapieversagen durch multiresistente Viren 
•  Viruslast von >5.000 Kopien ml
-1 
•  CD4-Zellzahl von 50 - 200 µl
-1 Blut 
Aus dieser Konstellation ergaben sich besondere Problempunkte: 
• Niedrige  Ausgangszellzahl: Aufgrund der geringen Ausgangszellzahl (<200 
Zellen ml
-1), war zum Erreichen der Studienspezifikation (>5 ⋅ 10
8 M87o
+ CD4-T-
Zellen pro Spender) eine ex vivo-Expansion der Zellen mindestens um den 
Faktor 10 notwendig. 
•  Ex vivo-Expansion von HIV: Während der Kultur musste die Virusreplikation 
effektiv gehemmt werden. Einerseits musste dadurch die theoretisch mögliche in 
vitro-Selektion M87o-resitenter Viren verhindert werden, andererseits wäre eine 
Superinfektion der Patienten mit in vitro-expandierten HIV unethisch. 
• Multiresistente  HIV: Die Studienpatienten waren Träger multiresistenter Viren, 
was in ihrer Anamnese bereits durch multiples Therapieversagen dokumentiert 
war. Daher musste für die ex vivo-Kultur ein Medikamentencocktail definiert 
werden, der in vitro die Viren aller Studienpatienten effektiv hemmte. Hierbei war 
sicherzustellen, dass die antiviralen Medikamente einerseits den retroviralen 
Gentransfer nicht beeinträchtigen und andererseits in der eingesetzten 
Konzentration nicht toxisch auf die Zielzellen wirken.  Diskussion 
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5.3.1  Das Protokoll für die retrovirale Transduktion von CD4
+ T-Zellen HIV-infizierter 
Spender im Versuchsmaßstab 
Im Labormaßstab wurden mit dem in dieser Arbeit entwickelten Transduktions-
Protokoll bis zu 61% der CD4
+ T-Zellen mit M87o transduziert. 
Das Transduktionsprotokoll beinhaltet mehrere Schritte und sei der nachfolgenden 
Diskussion skizzenhaft vorangestellt: 
1.  Aufreinigung der Zielzellen: 
-  Depletion der CD8
+ Zellen mittels MACS CD8 MicroBeads 
-  Anreicherung der Zielzellen durch Inkubation mit CD3/CD28-Beads (3 Beads 
pro CD3
+ Zelle, 30 min) 
2. Prästimulation: 
-  Stimulation der Zellen für vier Tage mit CD3/CD28-Beads und IL-2 (100 U ml
-1) 
in Gegenwart von Nelfinavir (1 µM) und Amprenavir (0,33 µM) 
-  Am dritten Tag erneute Zugabe der antiretroviralen Therapeutika (AT; 
Amprenavir 0,33 µM, Nelfinavir 1 µM, T-20 10 µg ml
-1) 
3. Transduktion: 
-  Extraktion der Beads mittels Magnet 
-  Zweimaliges Vorbeladen der Zellkulturgefäße (T-75 Zellkulturflasche) mit 
vektorhaltigem Zellkulturüberstand (KUHLCKE et al., 2002) 
-  Aussaat der Zellen (5 ⋅ 10
5 Zellen ml
-1) in einem mit Vektorpartikeln 
vorbeladenen Kulturgefäß in Medium mit AT und IL-2 (100 U ml
-1) 
-  Wiederholung der Transduktion am folgenden Tag 
4. Expansion: 
-  Expansion der Zellen (Zelldichte 0,5 – 1,0 ⋅ 10
6 Zellen ml
-1) in Medium mit AT 
und IL-2 (200 U ml
-1) bis zum Erreichen der Zielzellzahl 
Vor der eigentlichen Transduktion erfolgte die Depletion der CD8
+ T-Zellen. Diese T-
Zellsubpopulation konkurriert während der Prästimulation und Transduktion mit den 
CD4
+ Zielzellen um Stimulus, Nährstoffe und Vektorpartikel. Die Transduktion CD8
+ 
T-Zellen mit M87o ist nicht beabsichtigt, da CD8
+ T-Zellen nicht von HIV infiziert 
werden können und von M87o
+ CD8-Zellen keine therapeutische Wirkung erwartet 
wird. Es gelang mit Hilfe von MACS CD8-MicroBeads 94% der CD8-Zellen zu 
depletieren und damit eine sehr reine CD4-Zellpopulation zu generieren.  Der 
Reinheitsgrad der Zielzellpopulation konnte damit gegenüber den von BUNNELL et al. 
(1995, 1997) publizierten Ergebnissen weiter gesteigert werden. 
Nach der Depletion der CD8-Zellen wurden die Zellen mit CD3/CD28 Beads 
stimuliert. Das ist nötig, da Lymphozyten in der Körperperipherie meist in ruhendem 
Zustand vorliegen und vor der retroviralen Transduktion zur Zellteilung angeregt  Diskussion 
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werden müssen (LEWIS und EMERMAN, 1994). Die stimulierenden Antikörper waren 
hierfür kovalent auf der Oberfläche von super-paramagnetischen Kügelchen (z. B. 
Dynaspheres® MS-4.5-REK, ∅ = 4,5 μm, Dynal) gebunden. Dieses Verfahren wurde 
bereits von anderen Autoren erfolgreich zur Stimulation von T-Zellen eingesetzt 
(LEVINE et al., 1998; WALKER et al., 2000; MITSUYASU et al., 2000; DEERKS et al., 
2002). Die Präsentation von anti-CD3 und anti-CD28 Antikörpern auf super-
paramagnetischen Beads hat mehrere Vorteile. Die Kombination beider Antikörper 
erlaubt die Stimulation der T-Zellen über den CD3-Komplex des TCR und gleichzeitig 
über das co-stimulatorische CD28 Molekül, was für eine vollständige Aktivierung der 
T-Zelle nötig ist (BRETSCHER, 1992; JUNE et al., 1994; DUSTIN und CHAN, 2000). Ein 
weiterer Vorteil von CD3/CD28 Beads besteht darin, dass sie zusätzlich zur 
magnetischen Anreicherung von T-Zellen verwendet werden können. Einige Autoren 
schlagen hingegen die Verwendung von anti-CD3-Antikörpern (z. B. OKT-3) und IL-2 
vor (ROBERTS et al., 1994; BUNNELL et al., 1995; RANGA et al., 1998; COOPER et al., 
1999). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass 
CD8-depletierte T-Zellen nach CD3/CD28-Bead-Stimulation deutlich stärker 
proliferieren als nach OKT-3/IL-2-Stimulation. Phänotypisch (Expression der 
Oberflächenantigene CD3, CD4, CD28, CD62L, CD154) zeigten beide 
Zellpopulationen keine Unterschiede. Die Gentransferrate war in beiden 
Versuchsreihen ebenfalls gleich hoch (CD3/CD28-Beads: 31,89% ± 5,8%, OKT-3/IL-
2: 32,98% ± 7,4%). Wie FERRAND et al. (2000) zeigten, konserviert die CD3/CD28-
Bead-Stimulation das T-Zellrezeptorrepertoire, während Stimulation mit CD3/IL-2 
dieses deutlich einengt. Wahrscheinlich bewirkt die CD3/CD28-Bead-Stimulation 
eine polyklonale Proliferation, während die Stimulation mit CD3/IL-2 präferentiell 
Gedächtniszellen aktiviert (LEVINE et al., 1995, 1997) und damit nur einen Teil des T-
Zellpools expandiert. Im Hinblick auf eine Anwendung im HIV-Patienten, speziell in 
fortgeschrittenem Stadium der Infektion, wäre der Verlust von Antigenspezifitäten im 
Zellpräparat problematisch, da im Verlauf der Krankheit das T-Zellrezeptorrepertoire 
des Patienten bereits drastisch eingeschränkt ist (VALLe et al., 2001; LI PIRA et al., 
2003). Um ein funktionierendes Immunsystem zu rekonstituieren, das auch nach 
Applikation in der Lage ist, Infektionen zu bekämpfen und zu kontrollieren, muss der 
Pool der M87o-modifizierten Zellen über ein breites T-Zellrezeptorrepertoire 
verfügen. 
Proviren-tragende T-Zellen können durch Stimulation zur Produktion von HIV 
angeregt werden (GOWDA et al., 1989; KORIN et al., 1998; BARKER et al., 1998). Die 
Virusvermehrung muss aber während der Herstellung der Zellpräparate effektiv 
unterdrückt werden. Cytopathische Viren würden hohe Zellverluste verursachen und 
darüber hinaus bestünde bei ungehinderter Replikation grundsätzlich das Risiko der 
„ex vivo-Resistenzbildung“. Im Fall der M87o-Gentherapie könnte die Replikation des 
Virus theoretisch zur ex vivo-Selektion geschützter Zellen führen. Dadurch wäre die 
Majorität der reinfundierten Zellen M87o
+ und diese Zellen hätten dann gleichzeitig 
den Nachweis ihrer inhibitorischen Potenz erbracht. Wie bereits diskutiert, konnte in 
Zellkulturversuchen mit PM-1-Zellen und primären T-Zellen gezeigt werden, dass die  Diskussion 
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in vitro-Selektion innerhalb weniger Tage abgeschlossen sein kann. Trotz großer 
Anstrengungen ist es in vitro bisher nicht gelungen, M87o-resistente HIV-1 zu 
selektieren (LOHRENGEL et al., 2005). Aus ethischer Sicht ist die Transplantation eines 
hoch virusbelasteten Zellpräparats allerdings nicht zu rechtfertigen. Die 
Virusreplikation muss also in vitro während der Zellmanipulation zuverlässig inhibiert 
werden. Mit einem Medikamentencocktail, bestehend aus den beiden 
Proteaseinhibitoren Amprenavir (0,33 µM) und Nelfinavir (1,0 µM), sowie dem 
Fusionsinhibitor T-20 (10 µg ml
-1), kann die Replikation multiresistenter Viren 
vollständig und zuverlässig unterdrückt werden. Der von MITSUYASU  et al. (2000) 
publizierte Medikamentencocktail, bestehend aus Zidovudine (AZT, 1 µM), 
Didanosine (ddI, 10µM) und Ritonavir (Norvir, 500 µM), unterdrückte die 
Virusreplikation im Vergleich dazu nur sehr unzuverlässig. 
Die von einigen Autoren (CARROLL et al., 1997; LEVINE et al., 1998, BAKER et al., 
1998) beobachtete Hemmung der Virusreplikation durch die Stimulation mit 
CD3/CD28-Beads konnte in Vorversuchen teilweise bestätigt werden, reichte aber 
nicht aus um eine vollständige Virushemmung in allen getesteten Kulturen zu 
garantieren.  RILEY  et al. (1997, 1998) und LEVINE  et al. (2002) zeigten, dass die 
Expression der Co-Rezeptoren CCR5 und CXCR4 nach CD3/CD28-Bead-
Stimulation herabgesetzt ist und CD4
+ Gedächtniszellen β-Chemokine produzieren, 
die die Co-Rezeptorbindung blockieren, wobei die Verringerung der Co-
Rezeptorverfügbarkeit mit der Resistenz gegenüber HIV-1 korreliert. HIV-1, die den 
CCR5-Rezeptor für die Infektion der Zellen nutzen, werden durch die CD3/CD28-
Bead-Stimulation besonders effektiv inhibiert (RILEY  et al., 1998). Die 
Studienpatienten sollten nicht auf den Virus-Tropismus hin ausgewählt werden, 
daher war eine Inhibition, die sich auf CCR5-trope Viren beschränkt, nicht 
ausreichend. 
Mit dem optimierten Transduktionsprotokoll konnte die Zellzahl innerhalb von 10 
Tagen im Mittel um den Faktor 153 expandiert werden. Extrapoliert man die 
Ergebnisse der small scale-Experimente linear auf die Verhältnisse im 
Produktionsmaßstab, so war zu erwarten, dass mit dem etablierten Protokoll bei 
einer Ausgangszellzahl von 1 ⋅ 10
9 im Mittel 1,5 ⋅ 10
11 Zellen produziert werden 




+ Zellen liegen. Die 
Spezifikation für die Studientransplantate, mindestens 5 ⋅ 10
8 M87o
+ CD4-T-Zellen 
pro Spender bei vollständiger Unterdrückung der Virusreplikation, konnte somit nach 
den Ergebnissen der small scale-Versuche deutlich übertroffen werden. 
5.3.2  Das optimierte Transduktionsprotokoll wurde erfolgreich für den klinischen 
Einsatz adaptiert. 
Für eine klinische Anwendung müssen, im Gegensatz zum Laborversuch, 
vollständige Zelltransplantate mit bis zu 10
10 Zellen genetisch manipuliert werden. 
Während des so genannten „up scaling“ sind daher erhebliche Anpassungen des für 
den Labormaßstab optimierten Protokolls an die klinisch relevanten Verhältnisse 
nötig. Die peripheren mononukleären Blutzellen müssen aus dem Blut HIV-infizierter  Diskussion 
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Patienten mittels Aphereseapparatur abgesammelt werden. Dieser Prozess benötigt 
mehrere Stunden und das Primärzellmaterial muss über Nacht bei Raumtemperatur 
gelagert werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Lagerung für die 
CD4
+ T-Zellen ohne negative Folgen bleibt. 
Den überwiegenden Anteil im Leukapheresat der Studien-Patienten machten CD8
+ 
T-Zellen (ca. 50%), NK-Zellen, B-Zellen, Monozyten, Granulozyten (je ca. 10%) und 
Thrombozyten aus. Der Anteil der CD4
+ Zielzelle betrug unter Studienbedingungen 
nur etwa 10%. Die übrigen Zellpopulationen konkurrieren jedoch mit den CD4
+ 
Zielzellen um Stimulus und Nährstoffe, und während der Transduktion erschweren 
diese zusätzlich die Interaktion mit den Vektorpartikeln. Aus diesen Gründen war es 
erforderlich die CD4
+ T-Zellen über mehrere Schritte anzureichern. Hierfür wurden 
die Thrombozyten maschinell ausgewaschen und die CD8
+ T-Zellen mittels 
automatisierter immunomagnetischer Separation depletiert. Die CD8-Abreicherung 
war hierbei deutlich effizienter (99,86% ± 0,2%) als im Versuchsmaßstab. Die 
Extraktion der verbliebenen CD3
+-Zellen (T-Zellen) wurde durch die Bindung an 
super-paramagnetische CD3/CD28-Beads und anschließende magnetische 
Extraktion der Bead-Zell-Aggregate erreicht. 
Die eigentliche Bedeutung der CD3/CD28-Beads liegt jedoch in der Stimulation der 
primären T-Zellen, die für die retrovirale Transduktion Voraussetzung ist. Wie bereits 
diskutiert, kann durch die CD3/CD28 Stimulation eine vollständige und polyklonale 
Aktivierung der T-Zellen erreicht werden (BRETSCHER, 1992; JUNE  et al., 1994; 
DUSTIN und CHAN, 2000). Während der Prästimulationsphase war die Zellvermehrung 
allerdings sehr geringe. Diese Beobachtung ist charakteristisch für primärer CD4
+ T-
Zellen, die nach CD3-Stimulation eine etwa 3-tägige lag-Phase aufweisen 
(MOVASSAGH et al., 2000). 
Um das Risiko einer immunologischen Reaktion im Patienten zu minimieren, wurde 
fötales Kälberserum, das sich in einigen Studien bereits als immunogen 
herausgestellt hat (BUNNELL  et al., 1997; SELVAGGI  et al., 1997; TUSCHONG  et al., 
2002; ANDERSEN et al., 2004), bei der Kultur der Zielzellen durch humanes AB-Serum 
ersetzt. Für die Gewinnung der Vektorüberstände musste die Vorkultur der 
Produzentenzelllinie PG13 allerdings in FKS-haltigem Medium erfolgen, da sonst 
keine ausreichenden Vektortiter erzielt werden können. Nach einem Waschschritt 
wurde auf serumfreies Medium umgestellt, in dem dann die Vektorpartikel 
gesammelt wurden. Um den Kontakt der Transplantatzellen mit residuellem FKS 
weiter zu reduzieren, wurde für die Transduktion das von KUHLCKE  et al. (2002) 
publizierte Zentrifugationsverfahren eingesetzt. Hierbei werden die Vektorpartikel 
durch Zentrifugation auf der Oberfläche der Zellkulturgefäße angereichert und das 
dadurch an Vektorpartikeln verarmte Medium kann verworfen werden. Mit diesen 
Maßnahmen konnte eine Kontamination mit bovinen Serumproteinen praktisch 
ausgeschlossen werden. 
Da zurzeit keine Beutelsysteme zur Verfügung stehen, in denen mit dem 
Zentrifugationsverfahren effiziente retrovirale Transduktionen möglich sind, musste 
die Transduktion in Kulturflaschen durchgeführt werden. Bei der Transduktion  Diskussion 
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konnten maximal 2,5 ⋅ 10
8 Zellen prozessiert werden. Aus diesem Grund mussten die 
Zellen nach der Transduktion expandiert werden. Wie aus Tab. 10 ersichtlich konnte 




+ Zellen, die im klinisch 
relevanten Maßstab durchgeführt wurden deutlich übertroffen werden. Im Mittel 
wurde die Zellzahl um den Faktor 44 vermehrt, wobei die Virusreplikation vollständig 
unterdrückt wurde. LEVINE  et al. publizierten 1998 ein Protokoll zur large scale-
Produktion von CD4
+ Zellen HIV-infizierter Spender. Die Autoren verwendeten 
ebenfalls CD3/CD28-Beads zur T-Zellstimulation und erzielten mit ihrem Protokoll im 
Mittel eine 37-fache Expansion über 14 Tage. 
Tab. 10: Vergleichende Zusammenstellung der charakteristischen Kenndaten von drei large scale-
Experimenten. Die Spezifikation konnte in allen Experimenten erreicht werden. (n. n. = nicht 
nachweisbar, Nachweisgrenze 8,7 pg ml
-1) 
 M87o-01  M87o-02  M87o-03  Mittelwert 
Zellzahl nach Prästimulation  15,0 ⋅ 10
8 3,6  ⋅ 10
8 1,8  ⋅ 10
8 6,8  ⋅ 10
8 
Endzellzahl  4,3 ⋅ 10
9 22,0  ⋅ 10
9 4,6  ⋅ 10
9 1,0  ⋅ 10
10 
Expansionsfaktor  17,2 88,0 26,3 43,8 
Gentransferrate  30% 20% 37% 29% 
Anteil CD3
+/CD4




+  11,4 ⋅ 10
8 42,0  ⋅ 10
8 15,3  ⋅ 10





n. n.  n. n.  n. n.  n. n. 
Im Rahmen einer klinischen Studie zur Toxizität und Wirksamkeit der M87o-
Gentherapie wurden gemäß dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Protokoll 10 
Studientransplantate erfolgreich hergestellt. Für die Applikation des Zellpräparates 
am HIV-Patienten, speziell in fortgeschrittenem Stadium der Infektion, ist der Erhalt 
des TCR-Repertoires im Zellpräparat von großer Bedeutung. Mit der Progression der 
Infektion wird das Rezeptorrepertoire des Patienten immer weiter eingeschränkt und 
das Immunsystem ist immer weniger in der Lage opportunistische Infektionen zu 
kontrollieren (MCCUNE, 2001; LI PIRA et al., 2001). Diese Entwicklung könnte durch 
Transplantation von M87o
+ T-Zellen, die das gesamte Rezeptorrepertoire 
repräsentieren, aufgehalten werden. Erste Ergebnisse von Untersuchungen der 10 
Studientransplantate zeigen, dass das T-Zellrezeptorrepertoire in einigen M87o-
Transplantat im Vergleich zum Leukapheresat teilweise rekonstruiert wurde 
(persönliche Mitteilung Dr. Kühlcke, EUFETS AG). Damit konnten die 
Beobachtungen von FERRAND et al. (2000) bestätigt werden. 
Alle Studientransplantate wurden am Universitätskrankenhaus Eppendorf in 
Hamburg transfundiert und von den Patienten sehr gut vertragen. Die Patienten 
werden derzeit nachbeobachtet.  Diskussion 
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5.4 Ausblick 
Da die Nachbeobachtungsphase zur klinischen M87o-Studie noch nicht 
abgeschlossen ist, lässt sich über den möglichen Ausgang der Studie im Rahmen 
dieser Arbeit nur spekulieren. 
Die in vitro-Untersuchungen haben eindeutig gezeigt, dass die Expression von M87o 
den T-Zellen einen sehr effektiven Schutz vor der Infektion mit HIV verleiht und sich 
M87o-exprimierende T-Zellen unter dem Selektionsdruck der Virusreplikation schnell 
und effizient anreichern können. Damit ist eine entscheidende Voraussetzung für den 
Erfolg der Therapie erfüllt. Wie bereits VON  LAER und BRANDENBURG (2001) 
ausführten, hat ein Gen der Klasse I, zu der M87o zu rechnen ist, die größten 
Aussichten auf dauerhaften therapeutischen Nutzen. M87o unterscheidet sich damit 
substanziell von den bisherigen Gentherapien, die allesamt keine klinischen Erfolge 
zeigten (BONYHADI et al., 1997; WOFFENDIN et al., 1996; BAHNER et al., 1996). 
Natürlich gibt es darüber hinaus weitere Faktoren, die den therapeutischen Erfolg 
maßgeblich beeinflussen. So wird die Überlebensrate der ex vivo-manipulierten T-
Zellen entscheidend sein. In einer Studie von WALKER et al. (2000) konnten genetisch 
modifizierte T-Zellen nach Transplantation mehr als ein Jahr lang nachgewiesen 
werden. Eine weitere Studie (MITSUYASU et al., 2000) bestätigte diese Ergebnisse. In 
beiden Studien wurde das Transgen (CD4ζ) in einem syngenen 
Transplantationsmodell untersucht. Allerdings unterscheiden sich die Studien in der 
Stimulation der T-Zellen. MITSUYASU et al. (2000) verwendeten wie in der vorgelegten 
Studie CD3/CD28-Beads. LEVINE et al. (2002) konnten zeigen, dass nach autologer 
Transplantation ex vivo-expandierter CD4
+ T-Zellen (mit CD3/CD28-Beads stimuliert) 
die CD4-Zellzahl gesteigert werden konnte, und die CCR5-Expression auf CD4
+ T-
Zellen herunterreguliert war. Diese Beobachtung lässt eine teilweise Rekonstitution 
des Immunsystems erwarten. LEVINE  et al. (2002) konnten keine erhöhte 
Virusreplikation nach Transplantation aktivierter T-Zellen in vivo feststellen, was 
Grund zur Hoffnung gibt, dass die M87o-transduzierten Zellen in vivo eine ähnliche 
Lebenserwartung besitzen und damit eine Verbesserung des Immunstatus der 
Patienten erreicht werden kann. Grundsätzlich zeigen die erwähnten Studien aber 
die Durchführbarkeit von gentherapeutischen Ansätzen. Zusammen mit den 
überragenden Eigenschaften des retroviralen Vektors M87o erscheint eine klinisch 
relevante Wirkung sehr wahrscheinlich. 
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APC  antigen presenting cell, antigenpräsentierende Zelle 
AT  Antivirale Therapeutika, Medikamentencocktail zur Inhibierung der 
HIV-Replikation  in vitro, bestehend aus  Amprenavir (0,33 µM), 




BSA Bovines  Serumalbumin 
CD  cluster of differentiation 
CMV Cytomegalievirus 




ELISA  Enzym linked immunosorbent assay 
FACS  Fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometer  
FKS Fötales  Kälberserum 
GMP  Good Manufacturing Practice, Gute Herstellpraxis 
h Stunde 
HIV Humanes  Immundefizienzvirus 
ID-No. Identification  number, Identifikationsnummer 
IgG Immunglobulin  G 
IL-2 Interleukin-2 
LTR  Long terminal repeat, endständige Sequenzwiederholung der 
Retroviren 
mg  Milligramm, 1⋅10
-3 Gramm 




MLV Murines  Leukämievirus 
MOI  Multiplicity of infection, Maß für die Anzahl infektiöser Partikel 
mRNR  messenger RNA, Boten-Ribonukleinsäure 
PBMC  peripheral blood mononuclear cells, periphere mononucleäre 
Blutzellen 
PBS  Phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung 
pg Picogramm 
RCR replikationskompetentes  Retrovirus 
RPMI1640  Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium  Anhang 




SV-40  Simian Virus Typ 40 
Tab. Tabelle 
tRNA Transfer-Ribonukleinsäure 
U  Unit, enzymatische Aktivitätseinheit 
U min
-1  Umdrehungen pro Minute  Anhang 
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